Introduction: 
      L'azote est un élément chimique, le plus abondant de l'atmosphère terrestre. Le  principal réservoir d'azote est l'atmosphère où il représente 78% de l'air sec(Raven et al, 2007). Il appartient à la famille des pinctogènes, de symbole N et de numéro atomique 14. Dans le langage courant, l’azote désigne le gaz diatomique N2.
           L'azote est un élément essentiel des substances organiques (protéines et acides nucléiques). Les plantes et les eucaryotes, en général, ne peuvent utiliser que certaines formes d'azote qui s'épuisent rapidement dans le milieu. Seuls les procaryotes vont convertir l'azote atomique en ions minéraux, qui seront transformés en protéines essentielles chez tous les eucaryotes, cette réaction fait partie d'un cycle, dont la première étape est réalisée par des bactéries qui possèdent une enzyme particulière, la nitrogénase. Certaines bactéries vivent à l'état libre dans le sol tandis que d'autres fixent l'azote lorsqu'elles entrent en symbiose avec des végétaux et vivent en anaérobie à l'intérieur des cellules, dans les nodosités (Brigitte et al, 2008).        

      Deux groupes de végétaux forment des symbioses nodulaires avec des bactéries diazotrophes: les légumineuses qui s'associent aux Rhizobia et les plantes actinorhiziennes, dont les partenaires symbiotiques sont des bactéries du genre Frankia . 

      Notre travail a été entrepris en trois objectifs: 
- Connaître toutes les informations qui se déroulent sur l'azote.

-Fixation atmosphérique par les bactéries symbiotiques.
-Nous nous intéressons particulièrement à la relation entre l'azote et les bactéries symbiotiques (symbiose).
Chapitre I : Généralités sur l’azote.

1-L'azote:                                                                             

    Parmi les éléments nutritifs nécessaires, celui qui est le plus souvent limitant pour la croissance des plantes est paradoxal d’ailleurs, il vient d'après fixer <A>  privatif et du radical grec, zoo: vivant, alors que l'azote est nécessaire à la vie (Pujic, 2009). 
     La majeur partie de l'azote se trouve sous forme de diazote (N2) atmosphérique (Pert, 2007) ,78% en volume et un gaz incolore  et inodore (Roger, 1996) total et non l’atmosphère (Roger, 1996).
1-1-L'intérêt de l'azote :  

     Puisque l'azote, comme mentionné ci-dessus, est un élément structural de nombreuses molécules biologiques que d'autres, il se trouve souvent présent à son minimum et il est, de ce fait, un facteur limitant pour la croissance. Comme pour le carbone, nous pouvons aussi dans le cas de la nutrition azotée, distinguer des organismes autotrophes et des organismes hétérotrophes. Les premiers cités sont capables d'exploiter l'azote inorganique ou même moléculaire, tandis que les organismes hétérotrophes sont dépendants de l'azote organique,  de nombreux microorganismes, de nombreux champignons, des animaux et l'homme en font partie. Les protéines et les aminoacides sont leurs principales sources d'azote.

(Wilhem et Nultsh, 1998)

     L'azote est un élément essentiel à la croissance et au développement des plantes, il peut être cependant peu disponible. C'est pourquoi, au cours de leur vie, les plantes stockent l'azote assimilé, essentiellement sous forme d'acides aminés et de protéines, dans leurs racines, tiges, feuilles, graines etc…
      Représente une importante ressource protéique pour l'alimentation humaine et animale  (comme les espèces fourragères qui utilisent l'azote comme un élément essentiel pour leur croissance par mobilisation des réserves azotées sous forme de protéine solubles et d'acide aminée).

     Un intérêt en agriculture, de plus ce moyen, a l'avantage de préserver l'environnement contre les apports excessifs d'engrais nitriques  (Jean et François Morot et Gaudry, 1997).
1-2-L'azote et ses dérivés :                                                                                   

Les dérivés d'azote et leur emploi :
-  N 2 → ▪ Peu utilisé en thérapeutique.
          ▪ Conservation de médicaments altérables à l'air  (poudre de digitale).
 (NH2) 2CO 3 →▪Excitant.      

                           ▪ Modificateur des sécrétions bronchiques.

-  N 2O  → ▪Anesthésiques : l'anesthésie se produit entre 5 et 10 minutes (utilisé dans les          anesthésies de courte durée, associé a l'oxygène [15%]).
-  HNO 3 →▪En usage externe contre les verrues.

                 Réactif et agent de dissolution très utilisé pour la préparation de produits 
           Chimiques          . 
                ▪Réactif; notamment dans la recherche des protéines.
- Ag NO 2 →▪ Sur le plan thérapeutique, il est employé.                                          ▪En crayons et solutions dans le traitement des verrues et des plaies                                     bourgeonnantes.

      
- KNO3→▪A faible dose c'est un diurétique (les plantes dites nitreuses comme la        bourrache et la pariétaire lui doivent leurs propriétés diurétiques) (Jean et Morot, 1997).
2-Les légumineuses:
    Les légumineuses constituent une des familles les plus abondantes et diversifiées des plantes supérieures avec plus de 650 genres et 18000 espèces (Sebihi, 2008). Cette famille comprend des espèces aux formes herbacées qui se rencontrent surtout dans les régions tempérées et les formes arborescentes dans les régions chaudes (Michel et al, 2005). Elles présentent des nodules sur leurs racines et sur les tiges dans lesquels se trouvent les bactéries, fixant l'azote atmosphérique (Murielle et daniel, 2004).                                                                                                                                                                                                             

Les légumineuses présentent une importance économique majeure, de nombreuses 
espèces constituent des ressources en fourrage tel que la luzerne (Medicago sativa L),       le Soja (Glycine max L)Haricot (Phaseolus sp.), Arachides (Arachis hypogaeaL) et horticoles (Mimosas) où présentent des propriétés médicinales (Sebihi, 2008).
2-1- Caractères morphologiques des légumineuses: 
      Les légumineuses au stade végétatif comme la très grande majorité des plantes vasculaires, elles sont composées de différentes organes fondamentaux qui, ensemble, forment le végétal tel que nous pouvons le rencontrer dans la nature au stade de début de développement auquel correspond ce que nous appellerons par la suite le stade végétatif. Les éléments anatomiques essentials de la plante sont:

· Les racines pour la partie souterraine.
· La tige et les feuilles pour la partie aérienne.

A) Le système racinaire n’a vraiment rien de particulier en soi pour permettre la réelle identification d’une espèce. Sur les racines de nombreuses légumineuses, il faut noter  cependant, la présence de petite excroissance plus au mois sphérique    (Anaré, 2000).
B) La tige : la partie aérienne qu’est le plus souvent herbacée mais, elle peut être semi ligneuse au moins à sa base ou ligneuse lorsque les plantes deviennent plus âgées. Cette  tige peut être très courte, dressée ; elle peut parfois filer au ras du sol en mettant de nombreuses racines, c’est le stolon. Il peut exister également une tige souterraine perpétue la plante chez certaines espèces : c’est le rhizome, la forme et l’allure des tiges aériennes (ronde, cannelée, anguleuse, ailée, visqueux….) très  variable d’une espèce à l’autre. (Anaré, 2000).  
C) La feuille : c’est l’élément anatomique principale de la plante qui permettra, la détermination puis l’identification de celle-ci au stade végétatif. Lorsqu’une légumineuse possède une tige bien développée, toutes les feuille, quels que soient leurs spécifiques sont disposées de façon alternée sur cette tige, excepté parfois les dernières feuilles supérieures proche du bouton floral presque opposées.        (Anaré, 2000).             

2-2- Caractères principaux des légumineuses:
      Les feuilles des légumineuses sont généralement alternées, pennées et stipulées. Le nombre de folioles des feuilles pennées varie beaucoup est un caractère de determination. Plusieurs espèces de légumineuse ont des feuilles qui modifient leur position la nuit, par le repliement des folioles.

       Les fleurs sont régulières et unisexuées ou bisexuées chez les Caesalpinioideae et les Pailionosideae.
       IL ya cinq sépales plus ou mois soudés et chez certains fleurs irrégulières, le calice peut composer de 02 ou 04 lobes. Les étamines sont généralement nombreuses entourées   entourées par la carène et les filets soudés forment un tube autour de l’ovaire.

       De façon caractéristique, toutes les légumineuses possèdent:  
Un carpelle unique, un ovaire unique est surmonté d’un style et d’un stigmate.Il ya deux ou plusieurs ovules sur un placenta unique. (Benaїche, 2008).

     Un caractère connu à la plupart des légumineuses est la présence de nodules sur les racines et sur les tiges contenant des bactéries capables d’emmagasiner l’azote de l’air pour le transformer en d’autres composés azotés.

2-3- Intérêt des légumineuses:

       Toutes les plantes portant des fruits en gousse appartiennent à la famille des légumineuses.

       Les légumineuses peuvent absorber l’azote de l’air, or l’azote est la substance nutritive la plus importante pour les végétaux, et la plupart des sols tropicaux renferment trop peu de cette substance pour que les plantes y poussent bien, c’est pourquoi il est utile de cultiver des légumineuses en plus des autres plantes comme la pomme de terre, le riz, le maїs ou d’autres grains qui ne possèdent pas cette propriété. Grâce à leur qualité nutritive, les légumineuses constituent par ailleurs un apport important à l’alimentation quotidienne des êtres humains et des animaux.

      L’azote contenu dans l’air est  absorbé par la légumineuse qui l’utilise pour sa croissance et le conserve dans ce qu’on appelle les tubercules.Une fois la plante récoltée, tubercules,qui sont restés en terre pourissent, libérant l’azote qui peut ainsi être absorbé par une autre plante mise en culture dans le même champs.

     Certaines légumineuses peuvent, par ailleurs,  servir de tapis végétal. Elles sont alors semées parmi une autre culture, comme le maїs qui ne recouvre pas complètement le sol.              Certaines légumineuses peuvent  aussi être en association avec des céréales et contribuer ainsi à accroître la production et augmenter la fertilité du sol.
Le dolique est souvent cultivé en association avec le millet ou le maїs. D’autres plantes de cette famille ont la valeur d’engrais vert. (Rienk et Jote, 2005).

2-4- Rôle des légumineuses:

      Les légumineues jouent un rôle clé en introduisant de l’azote. La culture des légumineuses ne nécessite pas l’apport d’engrais azotés, elle permet de réduire les apports azotés sur la culture suivante de la rotation. Les Romains avaient déjà observé ce rôle bénéfique des légumineuses et les civilisations précolombiennes avaient généralisé la culture en association d’une légumineuse par exemple le Haricot ( Phaseolus sp)  avec une céréale comme le blé (Trticum durm) (Anonyme,2000).
     Les légumineuses jouent également un rôle important dans le maintien de la fertilité des sols agricoles, elles sont utilisées en rotation ou en association dans les systèmes de culture. Elles apportent une certaine contribution en azote, en fixant et en intégrant une partie de l’azote atmosphérique dans le systéme (Sbihi, 2008).
2- 5- La nodulation 

2-5 -1 - Structure et morphologie des nodules :

       Chez les légumineuses, la structure anatomique des nodules rappelle celle d’une tige, alors que chez les plantes actinorhiziennes  le système vasculaire est central et la structure du nodule rappelle celle d’une racine.

        Dans tous les cas, le nodule comporte, en allant de l’extèrieur vers l’intèrieur : L’épiderme et le cortex externe, le parenchyme nodulaire (appelé antérieurement cortex interne), qui renferme les tissus vasculaires et la zone central infectée, qu’est le siège de la fixation de N2. Dans cette zone, toutes les cellules ne sont pas infectées, sauf chez certaines espèces comme : Arachishypagaea et Sesbniarostrta. (Yvon et al, 1999)
2-5-2- Nodules détérminés et indétérminés:

       On distingue deux types de nodules: les nodules indétérminés, qui comportent un méristème nodulaire persistant, et les nodules détérminés, chez lesquels ce méristème n’existe pas. 

        Le type de nodule formé est détèminé par la plante hôte et non par la souche de rhizobium.

-Nodules détérminés: chez les légumineuses comme le soja, l’organogenèse nodulaire débute par des divisions des cellules corticales externes de la racine. Les cellules du cortex interne participent ultérieurement à la connexion des faisceaux conducteures entre la racine et le nodule. Les cellules externes du primordium continuent à se diviser, produisant des cellules qui sont ensuite infectées. Un tel méristème a une durée de vie qui peut être limitée à 10 jours après l’inoculation (Newcomb et al., 1979). Ces nodules perdent leurs activités mitotique à un stade précoce de leur développent; ils ont une croissance détérminée et sont généralement de forme sphérique ou subsphérique: ils sont appelés nodules détérminés. Les nodules aériens et souterrains de Sesbania rostra sont de type détèrminé.

-Nodules indétérminés: Ce type de nodules a d’abord été décrit chez des espèces        tempérées comme le pois, la vesce ou la luzerne; on l’a ensuite découvert chez Mimosa scabrella et Leucaena leucocephla. Chez les légumineuses à nodules indéterminés, ce sont les cellules du cortex interne de la racine qui se divise pour former le primordium nodulaire. Les premieres divisions ont lieu dans les cellules situées en face des pôles de protoxyléme. La division de ces cellules corticales internes donnent naissance au primordium nodulaire. Les cellules corticales externes sont aussi activées radialement, constituant des cordons de périnfection, structures qui sont ensuite empruntées par les véritables cordons d’infection. En même temps, les cellules distales du primordium deviennent petites et riches en cytoplasme: elles constituent les cellules du méristème nodulaire qui se différencient de manière baspere pendant toute la vie du nodule. C’est pourquoi ce type de nodule est dit indétérminé. (Yvon et al, 1979).
                                                        
2-5-3- Processus de nodulation : 
       -Phase d'attraction des Rhizobia : 

       L'infection du système racinaire d'une légumineuse débute par la stimulation de la prolifération des Rhizobia dans la rhizosphère de la plante hôte. La plante libère des exsudats racinaires représentés par des sucres simples, des acides aminés, des acides organiques et des composés phénoliques qui induisent leur attraction chimiotactique et leur multiplication au voisinage immédiat du système racinaire de la plante pour assurer la nodulation.

       -Phase de reconnaissance:
       Cette phase fait intervenir un échange des signaux moléculaires entre la bactérie et la plante hôte. Les graines en germination et la partie apicale des racines excrètent des flavonoïdes qui servent de chimio- attracteurs et induisent l'expression d'un ensemble de gènes de nodulation spécifique. 

       -Phase d'infection du système racinaire : 

       Durant cette phase les Rhizobia pénètrent via le poil absorbant dans les cellules des racines hôte. Cette pénétration est assurée par des lectines spécifiques, qui sont molécules ponts entre les récepteurs à la surface du Rhizobia et les récepteurs de la plante hôte. Ensuite il y a la formation d'une structure tubulaire (cordon infection) à l'inférieur duquel les bactéries se disposent en file, chaque bactérie est entourée d'un membre  appelé périantarctique (Dommergue et al ,1999)

2-5-4- La structure et le développement des nodules : 

     Les nodules des Fabacées présentent une structure similaire à celle d'une tige avec des tissus vasculaires périphériques qui se raccordent à ceux de la racine et une zone centrale infectée par les Rhizobia. De la périphérie vers l'intérieur du nodule, on trouve:

-Le cortex externe constitué en majorité par des cellules parenchymateuses. 

-Le cortex moyen.

-Les tissus vasculaires constitués surtout de phloème et entourés par un endoderme et un péricycle.

-Le cortex interne formé de une à trois couches de cellules. 

-Le parenchyme central qui contient les cellules infectées par les Rhizobia et des cellules non infectées plus petites. (Figure 1)

    Les nodules sont positionnés sur la racine face aux pôles du xylème, selon le modèle proposé par (Vijn et Coll, 1993), les pôles xylème stimulent les divisions cellulaires par le biais de l'uridine alors que les pôles du phloème les inhibent en synthétisant de l'éthylène (Heidstra et Coll, 1997) ceci donne lieu à l'apparition des pimordia nodulaires face aux pôles de xylème. 
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Figure 1 : Structure des nodules de légumineuses et des plantes actinorhiziennes. A : Nodule de Légumineuse de type indéterminé. B: Nodule de Légumineuse de type déterminé. C : Lobe nodulaire actinorhizien. I : zone méristématique ; II : zone d'infection ; II-III : interzone II-III ; IV : zone de sénescence. (D’après Pawlowski et Bisseling, 1996).

Chapitre II : La symbiose 
1 - Définition générale et historique de la symbiose:
        D’un strict point de vue étymologie, le mot symbiose provient du grec syn. (avec) et bios (vie) d’où sa définition générale très large: vie avec ou vie en commun (Leffevre,

 2004).

        La symbiose est une association de deux ou plusieurs organismes différents, qui leur permettent de vivre avec des avantages mutuels (Broghton, 2000).

        Ce type de relation vitale a été observé pour la première fois en 1872 par Peinke (Perry, 2004). Le terme désignant des associations biologiques ne sera utilisé pour la première fois qu’en 1877 par Franck pour caractériser des lichens.

        Le concept sera développé et explicité par le botaniste allemand de Barry en 1879 selon lequel la symbiose est l’association de deux organismes spécifiquement distincts, qui vivent ensemble (Leffevre, 2004).

       Selon la position relative des partenaires, on parlera d’endo- ou d’ecto- symbiose. Si le symbiote se trouve à l’extérieur de ’hôte, on parle d’ecto-symbiose ; sinon, on parle d’endo-symbiose peut être intra – ou extra – cellulaire (Broghton, 2000).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    La fixation biologique de l’azote est effectuée par des microorganismes soit       autonomes soit en symbiose avec des plantes supérieures. En dehors des    légumineuses, seul un petit nombre d’espèces (quelques centaines au plus)   possèdent des nodules fixateurs d’azote.

       Il s’agit exceptionnellement d’une association avec les Rhizobiums (on ne connaît qu’un seul exemple: Parasponia) mais le plus souvent la symbiose est réalisée avec des actinomycètes (bactéries filamenteuses) du genre Frankia (Benson et Silvester, 1993).

Dans ce cas, les plantes hôtes, dites plantes actinorhiziennes, sont des arbres   ou des arbustes appartenant à des familles primitives: Alnus, Casuarina…

       La symbiose fixatrice d’azote est un processus complexe déterminé par les deux partenaires.                                                                                                                                      L’un des systèmes les plus étudiés est celui associant les bactéries rhizobiales avec les légumineuses.

2- Etablissement de la symbiose fixatrice de l’azote

  2-1-Rhizobium:

       La famille des Rhizobiacées est constituée par un ensemble hétérogène de bactéries en bâtonnets G-,  aérobies, non sporulantes, qui peuvent infecter les racines et, parfois, les tiges des légumineuses pour y former des nodules (structure aussi désignées sous le terme de nodosités). Les nodules sont le siège d’une interaction symbiotique entre d’une part, la bactérie, qui fixe l’azote atmosphérique (N2) et le fournit à la plante hôte sous une forme assimilable (NH3) et, d’autre part, la plante hôte qui procure à la bactérie un micro habitat exceptionnellement favorable et les substrats carbonés provenant de la photosynthèse  (Dommergues et al, 1999)
 2-1-a- Taxonomie des Rhizobium :

      Par convention, on nomme « Rhizobium » toute bactérie, quelque soit son genre, qui est capable d’établir une symbiose avec une légumineuse. La taxonomie des Rhizobium est en changement permanent. Ceci est dû aux progrès technologiques dans chacun des trois critères utilisés en taxonomie: la morphologie, la physiologie et l'analyse des séquences. Jusqu'en 2003, 36 espèces rhizobiales étaient distribuées parmi 7 genres (Tableau 1).

      Au cours des trois années suivantes, huit nouvelles espèces rhizobiales ont été décrites. Les 44 espèces identifiées (Sahgal et Johri, 2006) sont désormais classées en 11 genres, dont 9 appartiennent à l'a-proteobacteria: Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Devosia, Mesorhizobium, Methylobacterium, Ochrobactrum, Rhizobium et Sinorhizobium. Le genre Sinorhizobium est composé de 5 espèces: S. meliloti, S. medicae, S. terangae, S. saheli, et S. fredii (Biondi et al. 2003).

Tableau 1: Spécificité de la symbiose rhizobium / légumineuse (Sahgal et Johri 2003).
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Figure 2: Dialogue moléculaire entre la plante et la bactérie lors de la mise en place d'une association symbiotique fixatrice d'azote.
2-1-b-La symbiose rhizobienne:
       La symbiose rhizobienne consiste en l’association de bactéries du genre Rhizobium et apparenté avec des racines de légumineuses : cette association forme des nodosités sur les racines. Certaines bactéries du genre Rhizobium ont la propriété de fixer l’azote atmosphérique N2: les nodosités formées par ces bactéries sont spécialisées dans fixation symbiotique de l’azote atmosphérique. La plante fournit le gîte, sous forme de la nodosité, et le couvert, sous forme de sucres et d’acides aminés. En fixant l’azote, la bactérie fournit à la plante un nutriment qui favorise la croissance des plantes dans la plupart des sols non cultivés. Selon les espèces végétales et les sols, la fixation symbiotique de l’azote permet à la plante de couvrir entre 40 et 80 % de ses besoins. Cette propriété est d’ailleurs utilisée depuis longtemps en agriculture sous la forme de rotation culturale: une légumineuse est cultivée en tète de rotation, suivie d’une céréale qui profite de l’azote résiduel laissé dans le sol par la légumineuse. D’une manière plus générale, ce processus est la principale entrée d’azote dans les écosystèmes terrestres. La fixation symbiotique de l’azote a donc une importance agronomique et écologique considérable, et est probablement appelée à retrouver une place centrale dans la gestion durable, à long terme, des écosystèmes terrestres. (Christian, 2005)                                                                                                                                                                                                                                                                                                             
       Parmi les deux catégories d’organismes fixatrices d’azote, les bactéries symbiotiques sont de loin les plus importantes si l’on tient compte des quantités totales d’azote fixé. Les plus communes sont Rhizobium et Bradyrhizobium, qui toutes deux pénètrent dans les racines de légumineuses, comme la luzerne (Medicago sativa), les trèfles (Trifolium), le pois (Pisum sativum), le soja (Glycine max) et les haricots (Phaseolus). Au sein de l’association symbiotique entre les bactéries et les légumineuses, les bactéries procurent aux plantes une forme d’azote utilisable pour la synthèse de leurs protéines. De son côté, la plante procure aux bactéries d’une part l’énergie indispensable à la fixation de l’azote et, d’autre part, les molécules carbonées nécessaires à la production de leurs propres molécules azotées.                                                                                                                                                                                                                                               

      On connaît depuis des siècles l’influence bénéfique pour le sol de la culture des légumineuses. Théophraste, qui vivait au troisième siècle avant le Christ, a écrit que les Grecs utilisaient des cultures de féverole (Vicia faba) pour enrichir les sols. Dans l’agriculture moderne, la rotation est une pratique courante: elle implique l’alternance d’une culture  comme le maïs et d’une légumineuse, la luzerne par exemple, où le maïs et le soja suivis du blé. Les légumineuses sont ensuite récoltées comme fourrage et laissent sur place leurs racines riches en azotes ou, mieux encore, elles sont complètement enfouies par le labour. Une culture de luzerne enfouie dans le sol peut apporter de 300 à 350 kilogrammes d’azote par hectare. On estime au bas mot que 150 à 200 millions de tonnes d’azote fixé sont apportées chaque année à la surface de la terre par ces systèmes biologiques. (Raven et al, 2007).  
 2-1-c- Spécificité symbiotique:

       L’une des caractéristiques majeures des associations rhizobium-légumineuse est leur spécificité d’hôte. En effet, une espèce de rhizobium donnée n’est capable, en général, d’établir une relation symbiotique efficace qu’avec un nombre limité de partenaires végétaux (Tableau 1).

       De même une espèce de légumineuse ne peut être nodulée que par un certain

nombre d’espèces de rhizobium (Tilak et al. 2005).

2-2-Frankia:                                                                                                                                                                                                         
       Est une bactérie gram-positive filamenteuse et septée. C’est un actinomycète en raison de ses caractéristiques morphologiques et biochimiques, de la teneur élevée de son ADN en bases guanine et cytosine (G+C=66-75%) et de la séquence de son ADN codant pour l’ARN ribosomique 16S. Frankia est très voisin de certains actinomycètes ayant un pourcentage G+C élevé. (Dommergues et al, 1999). 
 2-2-a- La symbiose actinorhizienne:
       Frankia est capable d’entrer en symbiose avec des racines de certaines angiospermes sur lesquelles se développent des nodules, les actinorhizes, dont les cellules de l’hôte hébergent des filaments de Frankia fixateurs de l’azote atmosphérique. Plus de 260 espèces d’angiospermes se répartissant dans 24 genres appartenant à 8 familles sont actinorhiziennes: Myricacées (Myrica), Bétulacées (Alnus), Casuarinacées, Rosacées (Dryas, Rubus), Eléagnacées (Eleagnus, Hippophae), Rhamnacées, Coriariacées (Coriaria). Ce sont essentiellement des plantes ligneuses, très rarement des herbacées. C’est dans les genres Alnus, Casuaina et Eleagnus que l’on rencontre les espèces possédant le potentiel fixateur d’azote atmosphérique le plus élevé. (Gorenflot, 1998).

2-3-Autres symbioses :   
       Les légumineuses constituent de loin le groupe le plus important de plantes participant à la fixation de l’azote avec des bactéries symbiotiques. Il existe cependant quelques symbioses fixatrices d’azote où interviennent d’autres plantes. Les aulnes (Alnus), par exemple, produisent des nodules qui  sont induits et abritent non pas des Rhizobium ou des Bradyrhizobium mais des actinomycètes fixateurs d’azote. Le piment royal (Myrica gale), une fougère (Comptonia) et les ceanothus produisent également des associations symbiotiques avec des actinomycètes.  

       Une autre association symbiotique est économiquement très importante dans certaines parties du monde. Azolla est une petite fougère flottante, et Anabaena est une cyanobactérie fixatrice d’azote vivant dans les cavités des fondes d’Azolla. La symbiose entre Azolla et Anabaena est un cas unique parmi les symbioses fixatrices d’azote du fait que l’association persiste durant tout le cycle de développement de l’hôte. L’Azolla infecté par Anabaena peut apporter jusqu’à 50 kilogrammes d’azote par hectare En Extrême-Orient par exemple, on laisse se développer des tapis d’Azolla dans les rizières.  Le riz ombrage finalement les Azolla et, à la mort de la fougère, l’azote libéré est utilisé par les plantes. (Raven et al, 2007). 
 3- Intérêt de la fixation symbiotique d’azote :

       La déficience d’azote minéral dans le sol constitue un facteur limitant de la croissance des plantes.
       On estime que la réduction biologique de l’azote atmosphérique N2 en

ammonium fournit environ 65% de l’azote disponible dans la biosphère (Lodwig et al. 2003).
       La majorité de cet azote est apporté par la symbiose Rhizobium-légumineuses (Zahran,1999), avec un apport annuel d’azote dans les terres estimé de 200–300kg N ha-1, (Peoples et al , 1995).                                                                                                                                 Pour les 3 plus importants céréales cultivées: blé, riz et mais, il est nécessaire de prélever entre 20 et 40 kg N ha-1 du sol dans une période de culture de 3 à 5 mois pour chaque tonne de graines produit (Peoples et al. 1995).
       Selon Danso (1995), l’azote de la fixation symbiotique a une contribution plus

importante pour la croissance des plantes par rapport à celui des engrais azotés
appliqués dans l’agriculture des pays en développement. L’azote fixé dans l’atmosphère contribue pour 50 à60 % du N des légumineuses à graines, 55 à 60 % du N des arbres fixateurs d’azote, 70 à 80% du N des légumineuses fourragères.
       Cette réserve d’azote, étant stockée dans les feuilles, les nodules ou bien les autres organes, reste plus longtemps disponible dans les sols comparativement à l’azote minéral fortement lessivé par les eaux.

Chapitre III:Cycle de l'azote.
       L'azote total est généralement réparti dans trois ensembles principaux: l'ensemble constitué par l'atmosphère, le sol (et l'eau qui et lui est associe) et l'azote contenue dans la biomasse. Les échanges complexes entre ces trois ensembles sont connus sous le terme de cycle de  l'azote (Hopkins, 2003). Les  principales étapes de ce cycle sont: l’ammonification, la nitrification et la dénitrification,(Raven, 2007).                                      
1- Cycle de l'azote :

1-1- La fixation de l'azote:
       Les plantes supérieures ne fixent pas l'azote atmosphérique (Guignard, 2000). Les organismes qui fixent l'azote atmosphérique sont tous des microorganismes telluriques, bactéries, cyanobactéries et quelques mycètes lévuriformes. On appelle fixation de l'azote: le processus par lequel ces bactéries transforment l'azote atmosphérique en ammoniac (Torta et al , 2003)                                                                                                                 .
       La fixation de l'azote atmosphérique constitue le principal mécanisme d'incorporation d'azote fixé dans la biosphère. Elle incorpore tous les ans 1-2x1014 g d'azote à titre de comparaison, la moitié de cette quantité est fixé industriellement (Suistoonof, 2003).          
       Dans un système biologique fixateur d'azote, les conditions optimales, de la catalyse biologique, correspondent à une pression de 0,2 à1atm de N et une température de 30°C à 35°C, alors que les conditions de la catalyse chimique sont très sévères: pression de 250 à 100 atm de N et température de 450°C (Peret, 2007).                                                            
  1-2- Ammonification: 
    L'azote protéique microbien amené par la fixation, va être ensuite minéralisé ainsi que les protéines des végétaux et animaux faisant retour au sol après leur mort (par phénomène de putréfication qui est une décomposition bactérienne d'un cadavre, d'un organisme mort) et donner un terme finale de l'ammoniac.                                                                                
La réaction chimique  est: 2N+ 3(CH2O) + 3H2O → 4(NH4) + 3CO2. 

Dans le sol ou le pH est élevé, l'ammonium se transforme en ammoniac gazeux:

       NH4+OH →NH3  +H2O.

       La réaction nécessaire un apport d'énergie de la photosynthèse.

1-3- Nitrification:
       Chez la majorité des plantes supérieures, la source d'azote est représentée par le nitrate contenue dans les sols, venant soit de la minéralisation par décomposition des matières organique soit par l'apport de nitrate par l'intermédiaire d'engrais azotés (Tourte  et al, 2005).                                                                                                                                   
       La nitrification soit l'oxydation de NH3 enN03-, est couramment réalisée dans les sols bien drainés, à pH neutre, suite à l'activité des bactéries nitrifiantes (Madigan et al, 2007). La première étape de la formation du nitrate, est l'oxydation de l'ammoniac en nitrite par des bactéries appartenant au genre Nitrosomonas ou Nitrococcus. Le nitrite est ensuite oxydé en nitrate par des membres du genre Nitrobacter (Hopkins, 2003) selon la réaction suivante :                                                                                                                               
NH4→nitrosomonas→NO2→nitrobacter→NO3
 1-4- Dénitrification: 
        Un processus anaérobie au cours duquel  le nitrate est réduit en formes volatiles de l'azote, comme l'azote gazeux N2 et l'oxyde d'azote N2O, qui retournent ensuite à l'atmosphère (Raven et al, 2007), c'est la principale voie de formation biologique de N 2. De nombreux microorganismes sont résponsabales de ce processus tel que: Bacillus, pracoccus, Pseudomonas (Madigan et al, 2007).                                                                    
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Figure 3: Cycle de l’azote simplifié pour les écosystèmes terrestres (Pujic, 2009)
2- Fixation biologique de l'azote 
        La fixation biologique de l'azote est une activité microbienne aussi importante pour le maintien de la vie sur le globe terrestre que la photosynthèse.environ175millions de tonnes d'azote atmosphérique sont réintroduit annuellement dans le cycle de la vie par la fixation biologique (Roger et al, 1996).                                                                                               
       Les organismes eucaryotes sont incapables de fixer l'azote parce qu'ils ne possèdent pas la machinerie biochimique appropriée. La fixation biologique de l'azote relève  uniquement du domaine des procaryotes simplement parce qu'ils possèdent un complexe enzymatique,    nommé dinitrogénase, qui catalyse la réduction de l'azote en ammoniac (Hopkins, 2003).
       Quelques bactéries fixatrices d'azote sont libres et ne requirent pas d'hôte pour effectuer le processus, en revanche, d'autres fixateurs d'azote sont symbiotiques et fixent l'azote seulement en association avec certaines plantes (Madigan  et al, 2007).                              
2-1- Fixateurs libres:  
       On trouve des bactéries de ce type surtout dans les prairies; elles sont en forte concentration dans la rhizosphère (Tortora  et  al, 2003). A ce groupe appartiennent des bactéries aérobies et anaérobies, ainsi que des  représentants des bactéries phototrophes (Rhodospirillum, Chromatium, chlorobium et Rhodomicrobium) et des cyanobactéries, en particulier celles qui forment des hétérocystes (Nostoc, Anabaena, Tolypothrix, Cylindrosperum, colothrix, Rivularia) (Richter , 1993).                                                         
       Le rôle de ces bactéries dans la fixation biologique de l'azote dans les prairies, les forêts et la toundra artique est néanmoins considérable (Tortora  et  al, 2003).  

  2-2- fixateurs symbiotique:
        La réduction de l'azote est très exigeant: (il faut 16 molécules d'ATP donneur d'énergie dans les cellules) pour réduire une molécule d'azote, c'est pourquoi les systèmes fixateurs d'azote les plus efficace sont des symbioses associant des bactéries fixatrices à des organismes photosynthétiques capables de transformer l'énergie lumineuse en énergie chimique (Denarie, 2003).                                                                                                        
        La fixation de l'azote par des bactéries symbiotique introduit chaque année dans les cycles biologiques 120millions de tonnes d'azote, soit plus du double de l'apport du aux bactéries libres (Davet, 1996). Les espèces fixatrices d'azote réellement, symbiotique sont nettement moins nombreuses que les fixatrices libres, on y rencontre essentiellement les Rhizobium, des Actinomycètes (Frankia) et des cyanobactéries Anabaena azollae. (Pelmont, 1995).                                                                                                                      
            Les bactéries de ce type jouent u rôle prépondérant dans la croissance des                
plantes agricole (Tortora et al,2003), mais la symbiose la plus importante d'un point de vue écologique et agronomique est celle associant des bactéries du sol, les Rhizobium aux légumineuses (Denarin, 2000).
            La forme la plus commune d'association symbiotique provoque la formation sur la racine (ou parfois sur la tige) de la plante hôte, de structures multicellulaires hypertrophiées nommées nodule (Hopkins, 2003). Les plantes concernées en profitent en utilisant les produites de la fixation bactérienne de l'azote. En contre partie, la plante hôte fournit aux bactéroides des composés carbonés de l'énergie, ainsi que les mécanismes de protection nécessaire(Richter,1993).                                                                                        
2-3-  Mécanismes moléculaire de la fixation:    
       La fixation de l'azote est une réaction de réduction de l'azote moléculaire N2 en ammoniac NH3 (ou NH4), l'équation de la réaction chimique est: 

N2 + 8é +8H +16 Mg-ATP→2NH3 +H2 + MgADP +16Pi.              
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Figure4: Mécanismes biochimiques impliqués dans la fixation de l’azote (Godfroy, 2008).

A- mécanisme moléculaire de la réduction de l’azote atmosphérique en ammoniac par la Nitrogénase.

 3- La molécule clé de la fixation  d'azote :
        Au cours de la fixation de l'azote, N2 est réduit en ammoniac qui est en suite converti en molécule organique, le processus de réduction est catalysé par le complexe enzymatique nitrogénase (Madtgan et al ,2007).                                                                                          
       La nitrogénase (ATP- dépendante), enzyme clé de la fixation de l'azote, a été isolée de bactéries aérobies (azotobacter) et anaérobie (clostriduim),dephoto (Rhodospirillum) et de cyanobactéries ainsi que de bactéroides (Rhizobium, Bradyrhizobuim)  (Richter, 1993). Malgré la diversité des organismes fixateurs d'azote, toutes les nitrogénases connues sont construites sur le même model et ont des caractères communes (Pelmont, 1995).                        La nitrogénase est un complexe protéique multi-mérique composé de deux protéines de tailles différente (Hopkins, 2003).Nommées dinitrogénase ou protéineI (tétramère de 220 KDa), est constitue de 02sous unités α et β  et dinitrogénase réductase ou protéine II (homodimére de64 KDa) (Madigan  et al, 2007). (Duhoux  et al 2004). Les 02 composants contiennent du fer, et la dinitrogénase contient également du molybdène, le fer et le molybdène de la dinitrogénase sont situées dans un cofacteur nommé FeMo-Co. la composition exacte du complexe  FeMo-Co est MoFe7 –S8 homocitrate qui est présente en deux copiespar molécule de nitrogénase (Madigan et al, 2007).                                            
  Exemples des différents types de micro-organismes fixateurs d'azote:
Micro-organismes libres

1- Aérobies:  
· Hétérotrophes                    Azotobacter spp; Klebsiella pneumoniae;

Beijerinckia indica; Azospirillum lipoferum

· Phototrophes: Cyanobactéries

• Hétérocystées                          Nostoc; Anabaena; Calothrix; Tolypothrix

• Homocystées                           Trichodesmium; Oscillatoria

• Unicellulaires                            Gloeothece; Gloeocaps                                                                           2- Anaérobies:
· Hétérotrophes                  Clostridium pasteurianum; Desulfovibrio vulgaris;

Desulfotomaculum spp. ; Methanobacterium spp.

· Phototrophes                   Rhodospirillum rubrum; Rhodobacter capsulata;

Chromatium vinosum

· Microorganismes symbiotiques

 1- Légumineuses

 1-1 à nodules racinaires:                     Rhizobium meliloti; Rhizobium leguminosarum

Bradyrhizobium japonicum; Sinorhizobium fredii

1-2  à nodules caulinaires:                 Azorhizobium caulinodans

2-Symbiose:

 2-1 Symbioses actinorhiziennes      Frankia

 2-2 Symbioses à cyanobactéries

• Azolla                                             Anabaena azollae

• Cycas                                            Anabaena cycadeae

• Lichens                                         Nostoc

Conclusion:                                                                                                                                                                                  
     Le souci de la protection de l'environnement et de la qualité des aliments, ainsi que la nécessité de régulariser les rendements, demandent de reconsidérer les potentialités physiologiques des plantes. Par exemple, l'apport massif et ponctuel d'engrais azotés, pour des raisons économiques et techniques, amène des gaspillages souvent à l'origine des pollutions. Améliorer l'efficacité de capture et de stockage de l'azote par les plantes est donc nécessaire.

     L'application des techniques agronomiques modernes permet déjà de réduire considérablement les pertes de nitrates. Cependant, à l'avenir, les moyens d'action devraient être essentiellement tournés vers la génétique et conduire à l'élaboration de variétés plus économes en azote.

     L'objectif de cet ouvrage est de  publier les principales connaissances acquises ces vingt dernières années sur le métabolisme  azoté. Elles permettent d'envisager de nouvelles stratégies d'amélioration des espèces adaptées à des itinéraires techniques appropriés.
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