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Introduction

1

L’Algérie comme toute la région méditerranéenne a une flore très spécifique et très

diversifiée, relevant des étages bioclimatiques humide, subhumide, semi-aride et aride. Elle se

caractérise par une grande diversité de Légumineuses spontanées et cultivées.

Les zones arides sont connues par une longue saison de sècheresse (9 à 10 mois), une

intense évaporation, des températures élevées, forte teneur en sels minéraux notamment NaCl

et de manque de précipitations (Le Houérou, 2001).

Depuis longtemps, l’Homme des régions arides a utilisé des différentes espèces

végétales adaptées à la sécheresse notamment des légumineuses pour leur efficacité dans la

fertilisation et la restauration des sols. Ceci grâce à leur pouvoir à entrer en symbiose avec les

rhizobiums (Graham et Vance, 2003).

La symbiose légumineuse – rhizobia permet de fixer l’azote atmosphérique dans les

nodules des racines ou des tiges de légumineuses. En effet elle est très bénéfique sur plusieurs

plans agronomique, économique et écologique; elle diminue l’utilisation des engrais azotés

qui sont couteux et polluants, et donc réduit leur danger sur l’environnement.

Cette symbiose légumineuse – rhizobia peut être perturbée par des facteurs abiotiques

telles que les hautes températures, stress hydrique, l’acidité et d’autres facteurs surtout dans

les zones arides (Sulieman et al., 2013).

C’est dans ce cadre que s’inscrit l’objectif de notre travail qui consiste à étudier l’effet

de la température sur la croissance des souches rhizobiennes isolées de zones arides

d’Algérie.
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1. Cycle de l’azote

Parmi les plus importants facteurs limitant la croissance et de développement d’un

végétale on retrouve l’azote, qui représente 80% dans l’atmosphère terrestre (Cleland et

Harpole, 2010).

Le bon fonctionnement du cycle d’azote (figure 1) se base sur des processus naturels de

fixation, d’assimilation, d’ammonification, de nitrification et de dénitrification. Ces processus

sont impliqués dans le recyclage de l’azote atmosphérique (Deronzier et al., 2001).

L’azote se transforme sans cesse d'une forme minérale à une forme organique. Les

principaux producteurs de matière organique sont les plantes notamment les légumineuses qui

utilisent l’azote fixé ou les ions NO3- pour fabriquer des protéines. Ces dernières rentrent dans

la chaîne alimentaire. Les animaux transforment cette matière fournie par les plantes pour

fabriquer leur propre matière organique; les protéines de la viande. Après leur mort, les

microorganismes décomposent cette matière organique. Cette décomposition permet la

production de l'azote sous forme minérale (minéralisation ou ammonification) (Burdass, 2002).

Elle se fait grâce à des microorganismes du sol (bactéries, mycètes). L’hydrolyse de

cette matière fournie du CO2 et de l’ammoniac (NH3). Au contact de l'eau, l'ammoniac se

transforme en ions NH4
+

.

Hydrolyse de l’urée

CO(NH2)2 + H2O --- 2NH3 + CO3

Ammonification

NH3 + H2O --- NH4
+ + OH

-

Les bactéries nitrifiantes (Nitrosomas, Nitrobacter), transforment le NH4+ en nitrate

(NO3-) dans le sol qui peut être assimilé par les plantes. Toute en participant au recyclage

d’azote.

2 NH4
+ + 4O2 --- 2 NO3

- + 4H + + 2H2O
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Les légumineuses notamment les fourragères présentent un atouts par leur teneur élevée

en azote et leur capacité d’apporter une fertilisation azotée naturelle (Aufrere et al., 2012).

Figure 1 : cycle d’azote (Pujic, 2009)

1.1. Microorganismes fixateurs d’azote

La fixation biologique de l'azote est le processus qui permet de produire des substances

protéiques à partir de l'azote gazeux présent dans l'atmosphère.

Cette transformation de l’azote atmosphérique en azote minéral s’effectue grâce aux

microorganismes. Cette activité a été largement exploitée en pratique agricole. Elle est aussi

importante pour le maintien de la vie sur le globe terrestre que la photosynthèse (Zahran, 1999).

Les microorganismes fixateurs d’azote sont classés en deux groupes ceux qui vivent à

l’état libre et d’autre qui sont symbiotiques (Pelmont, 2005).
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1.1.1 Fixateurs libres :

Ces fixateurs libres appelés aussi bactéries fixatrices d'azote non symbiotiques, vivant à

l’état libre, et ne requièrent pas l'hôte pour effectuer le processus. On distingue deux groupes :

 Bactéries aérobies : Azotobacter, Azomonas

 Bactéries anaérobies : Clostridium, Nitrobacter

1.1.2. Fixateurs symbiotiques

Les fixateurs symbiotiques sont des microorganismes tels que des bactéries

communément appelées rhizobia qui rentrent en symbiose avec des plantes (les légumineuses).

Ces rhizobia fixent et réduisent l'azote atmosphérique au niveau des nodosités, qui sera alors

utilisé par la plante. Cette association symbiotique légumineuses avec les rhizobia est

considérée comme un processus indispensable à la plante pour acquérir une source d’azote, et

en contrepartie la bactérie reçoit des composés carbonés et l'énergie nécessaire pour son

développement (Torche et al., 2010).

2. Symbiose rhizobia-Légumineuses :

Le processus d’une symbiose fixatrice d’azote (rhizobia-légumineuses) se traduit par la

capacité des rhizobiums à induire la formation des nodules au niveau des racines ou des tiges

d’une plante hôte.

Les légumineuses notamment celle qui sont arbustes établissent une symbiose avec des

rhizobia fixateurs d’azote. Ce qui permet d’améliorer la fertilité du sol, faciliter la croissance

d'autres espèces végétales et d’éviter l’érosion et la désertification (Rodriguez et Peirez, 2003).

La bactérie induit chez la légumineuse la formation sur les racines d'un organe

spécialisé, le nodule, à l'intérieur duquel la bactérie, intracellulaire, se différencie en bactéroïde

capable de fixer l'azote atmosphérique en le réduisant, via le complexe nitrogénase, en

ammonium (Perret et al., 2000).

2.1. Légumineuses

La méditerranée est très riche et diversifier en plants notamment les légumineuse. Cette

famille regroupe une importante variété d’espèces végétales cultivées partout dans le monde :

le soja, l'arachide, le haricot, les pois, les fèves et les lentilles sont les légumineuses les plus

cultivées. On peut distinguer deux types de légumineuses :
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- les Légumineuses fourragères sont utilisées dans l'alimentation des herbivores

(pâturage, foin, ensilage). On retrouve dans ce groupe : la luzerne, le lupin, le lotier, les

trèfles et la vesce.

- les légumineuses à grains comestibles par l’homme : le soja, la féverole, la lentille, la

fève, le haricot, le pois et le pois chiche.

2.1.1. Classification des Légumineuses

Selon APG IV 2016 (Angiosperm Phylogeny Group), la famille des légumineuses est

classée comme suit.

La famille des Leguminosae est très diverse avec 3 sous familles : Mimosoideae,

Caesalpinioideae, et Papilionoideae (Doyle et Luckow, 2003) et compte environ 20 000

espèces classées en 750 genres (Gepts et al., 2005). Cette dernière sous famille regroupe

notamment des espèces cultivées les plus importantes économiquement comme le haricot, le

soja, le pois, le pois chiche l’arachide … etc.
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 Caesalpinioideae

La plupart des caesalpinioideae sont des arbres ou des arbustes tropicaux subtropicaux

avec une fleur pseudo-papilionacée, comprenant environ 150 genres et 2200 espèces. 23%

seulement des espèces parmi celles examinées pour leur nodulations.

 Mimosoideae

La plupart sont des arbres tropicaux avec une fleur régulière, petite. Cette sous-famille

comprend 62 genres et environ 2500 espèces. Parmi les 10% d’espèces déjà examinées pour

leur nodulations. (Maxted et Bennett, 2001).

 Papilionoideae

Cette sous famille est la plus abondante, renferme plus de 12600 espèces dans 429

genres (Judd et al., 2002). Ce sont principalement des plantes herbacées, vivaces ou annuelles

et sont largement distribuées dans le monde (Räsänen, 2002).

Les Papilionoideae sont utilisées pour la production des graines alimentaires comme le

pois (Pisum sativum L) et le haricot (Phaseolus vulgaris L); mais aussi pour l'alimentation du

bétail, sous forme de fourrage tels que la luzerne (Medicago sativa L) et le Sulla (Hedysarum

coronarium L) (FAO, 1996).

2.1.2. Intérêt des Légumineuses

Les légumineuses sont des sources importantes de différant nutriments comme les

protéines les minéraux et les lipides. Comme sont aussi utilisée comme fourrage vert ou de

plante de pâturage (Vascoucelos, 2016).

 Intérêt agronomique

Les légumineuses, ont un intérêt agronomique comme engrais vert (Borget, 1989). Elles

participent à la fertilisation des sols par leur capacité de fixer l’azote atmosphérique.

L’agriculture biologique a pour but de produire une alimentation en qualité tout en protégeant

les ressources naturelles (Van Bol, 2000).

 Intérêt alimentaire

Les légumineuses fournissent pour l’alimentation humaine 32% des protéines végétales,

et 32% des matières grasses, et pour l’alimentation animale elles fournissent 38% des protéines

et 21% des lipides et glucides (Neyra, 1992).
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 Intérêt économique

Les légumineuses, ont un intérêt agronomique comme engrais vert, cela permet de

réduire l’utilisation des engrais chimique qui sont couteux et polluant, et l’augmentation de

rendement des cultures.

2.2.Rhizobia

Les rhirobia sont des bactéries qui possèdent une forme bâtonnet de Gram négatif, et

strictement aérobie (Jordan ,1984). Ces bactéries forment une symbiose avec les légumineuses

sur les quelles forme les nodules racinaires (Franck.1989). Elles peuvent se trouver soit libre

dans le sol soit en symbiose avec une légumineuse (Maidak et al., 1994).

Les rhizobia sous forme végétative sont de longueur 1,2 à 3 μm de et sur 0,5 à 0,9 μm 

de largeur, pourvus d’un flagelle polaire, ou de plusieurs flagelles péritriches. Les rhizobia

pourvus de 2 à 6 flagelles sont caractérisés par une croissance rapide, tandis que les rhizobia à

un seul flagelle polaire ou subpolaire ont une croissance lente. Le flagelle polaire les permet

d’être mobiles (Worner, 1992).

À l’intérieur des nodules elles se transforment en bactéroïdes de forme. Les individus

sont irréguliers et ont une taille plus grande que celle de la forme végétative (Somasegaran et

Hoben, 1994).

 Classification actuelle des rhisobia :

Les rhizobia appartiennent au domaine Bacteria, au phylum proteobacteria. Ils se

répartissent en 482 espèces et 13 genres (Wier, 2016), ces genres sont :

o Rhizobium qui contient 111 espèces.

o Mesorhizobium qui contient 46 espèces

o Ensifer (formerly Sinorhizobium) contient 21 espèces.

o Bradyrhizobium contient 40 espèces.

o Burkholderia contient 120 espèces.

o Azorhizobium contient 2 espèces.

o Microvirga contient 16 espèces.

o Phyllobacterium contient 11 espèces.

o Ochrobactrum contient 18 espèces.

o Methylobactérieum contient 52 espèces.

o Cupriavidus contient 16 espèces.
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o Devosia qui contient 22 espèces.

o Shinella qui contient 7 espèces.

2.3. Aspect génétique de la symbiose Légumineuses-rhizobia

Les deux partenaires légumineuses-rhizobia possèdent des gènes de symbiose qui ne

devient fonctionnelles que seulement en symbiose (Djordjevic et al..,1987).

Au début les deux partenaires légumineuses et rhizobia entrent en contact par

l’émission des composés chimiques par les racines de la plante, et l’activation des gènes nod de

la bactérie au niveau de la surface du poil racinaire (figure 2). Ces poils seront un lieu très

favorable à la prolifération des bactéries, alors il se forme un passage apical et long qui s’appelle

le cordant d’infection. Ensuite il y aura une division bactérienne et le début de l’organogenèse

nodulaire. Les bactéries se transforment en bacteroides qui sont capables avec cette forme de

réduire l’azote atmosphérique en ammonium (Wang et al., 2012).

Figure 2: Processus de nodulation (Tortora et al., 2003).
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2.4. Intérêt de la symbiose rhizobia-Légumineuses

La symbiose rhizobia-légumineuse avec sa capacité remarquablement élevée de fixer

l’azote atmosphérique, représente la solution pour l’accroissement de la production alimentaire

dans les diverses régions de monde. Donc, elle peut contribuer considérablement à

l’accroissement de la productivité agricole, à l’économie d’engrais coûteux en devise et en

énergie (Neyra, 1997). Ainsi, elle fournit la plus grande quantité en azote biologique dans les

systèmes d’exploitation agricole (O’Hara, 2002).

Elle aide aussi à la restauration de la fertilité des sols, à la réhabilitation de terre dégradée

et à la limitation de la pollution des nappes phréatiques par les nitrates (Neyra, 1997)

Les rhizobia forment avec les légumineuses une association symbiotique qui est une des

interactions les plus importantes entre deux partenaire plante et microorganisme (Madigan et

Martinko, 2007).

3. Facteurs influençant la symbiose rhizobia- Légumineuses

Le bon fonctionnement de la symbiose rhizobia légumineuse peut être perturbé par

plusieurs facteurs biotiques et abiotiques, en limitant la croissance et développent des plantes.

3.1. Stress thermique

La fixation biologique de l'azote dans les zones tropicales et désertiques est perturbée par

la température élevée (Michiels et al., 1994).

La majorité des rhizobia ne peuvent pas se développer à une température plus de 37°C.

La température de la croissance optimale des rhizobia est de 28 °C (Graham, 1992).

3.2. Stress salin et osmotique

La salinité est une menace pour l'agriculture dans les régions arides et semi-arides. Près

de 40% de la surface terrestre mondiale peut être classée comme ayant des problèmes potentiels

de salinité.

Le stress salin ou osmotique perturbe les symbioses rhizobia-légumineuses ainsi que la

formation des nodules sur les racines des légumineuses.
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3.3. Stress hydrique

En condition de déficit hydrique, la croissance et la survie des rhizobia sont affectées

(Hungria et Vargas, 2000). La nodulation est réduite (Sangakkara et al., 1996) et le fonctionnent

de nodules (fixation de N2 ) est diminué (Lazali, 2009).

3.4. Acidité

L'acidité du sol limite la fixation symbiotique de N2 à la fois limitant la survie et la

persistance du rhizobia dans les sols (Zahran, 1999).

3.5. Métaux lourds

Les métaux lourds sont toxiques même à une petite dose. Ces métaux affectent la

croissance de la plante et la fixation d’azote par les microorganismes telluriques (Gusmâo-

Lima et al., 2005).

3.6. Effet de la carence en nutriment

Le manque des nutriments peut perturber la fixation symbiotique d’azote, car il affecté

directement la multiplication des rhizobia (Delgado et al., 1994).

3.7. Effet des pesticides

Les pesticides affectent le sol et la structure biochimique des microorganismes, ce qui a

un effet néfaste sur la symbiose entre le partenaire végétal et bactérien (Rennie et al., 1985).
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1. Matériel biologique

Neuf souches de rhizobia représentatives d’une collection appartenant au Laboratoire

d'Ecologie Microbienne (LEM) ont été utilisées. Ces souches isolées de nodules racinaires de

légumineuses des zones arides sont codées de 1 – 9. Une souche de référence appartenant au

genre Bradyrhizobium cytisi (Chahbourne et al., 2011) a été prise en considération à titre

comparatif.

2. Méthodes

2.1. Revivification des souches

Les souches qui étaient conservées à -80°C ont été cultivées sur boite pétri pendant

plusieurs jours à 28°C afin de les revivifier et activer leur métabolisme.

2.2. Caractérisation phénotypique des colonies

Ces souches ont fait l’objet d’étude de quelques paramètres phénotypiques.

2.2.1. Observation des caractères morphologique des souches étudiées

Les souches étudiées y compris la souche de référence Bradyrhizobium cytisi ont été

cultivées sur milieu solide YMA contenant de l’extrait de levure et du mannitol (Annexe I)

pendant 8 jours à 28°C.

L’observation macroscopique permet de déterminer les caractères culturaux tels que : la

vitesse de croissance, la texture, la couleur de colonie, la taille et la forme des colonies des

souches étudiées.

2.2.2. Caractérisation cellulaire

Les souches ont été cultivées sur milieu liquide YMB (Annexe I) pendant 8 jours à 28°C.

La mobilité, la forme et le Gram ont été déterminés par observation au microscope optique. En

effet l’observation d’une suspension bactérienne permet de mettre en évidence la forme et la

mobilité des souches étudiées sous microscope optique (Gx100) (Figure 3).
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La coloration de Gram est une coloration différentielle permettant la division des

bactéries en deux groupes distincts ; Gram + et Gram -, par leur affinité pour les colorants. À

cet effet nous avons appliqué ce test sur les souches étudiées en suivant la technique classique

qui consiste à :

 préparer un frottis sur une lame.

 recouvrir la lame par le violet de gentiane et laisser agir pendant 1 minute.

 verser sur la lame la solution iodée (lugol) et laisser agir pendant 30 secondes.

 Rincer à l’alcool.

 laver à l’eau distillée pour arrêter l’action de l’alcool.

 recouvrir la lame par la fuschine et laisser agir pendant 1 minute.

 laver à l’eau distillée.

 observer au microscope (Gx100).

2.2.3. Caractérisation biochimique des souches étudiées

Afin de caractériser les souches biochimiquement un test de galerie Api 20 NE a été

réalisé. La galerie est un système standardisé pour l'identification des bacilles à Gram négatif

non entérobactérie. Elle comporte 20 micro-tubes contenant des substances déshydratés

(Tableau I).

Goutte de suspension bactérienneLame

Lamelle

Figure 3 : Méthode utilisé pour observer les souches à l’état frais.
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Tableau I : Composition de la galerie API 20 NE

 Préparation et inoculation de la galerie

La préparation de la galerie commence d'abord par mettre de l’eau distillée stérile sur le

fond de la boîte (partie alvéolée). Toutes les alvéoles doivent être remplies pour reconstituer les

milieux déshydratés et pour créer une atmosphère humide. La référence de la souche est inscrite

sur la languette latérale de la boite (photo 1).

Pour l’inoculation, les cupules de la galerie sont remplies par une suspension bactérienne

des souches étudiées.

Les cupules contiennent un milieu minimum comportant les éléments chimiques

nécessaires à la croissance d'un organisme et les bactéries se développent seulement si elles sont

Tests Composants actifs QTE

(mg/cup)
Réactions/Enzymes

Résultats

Négatif Positif

NO3 Potassium nitrate 0.136

Réduction de Nitrates en nitrites N1+N2/5min

Incolore Rose-jaune

Réduction de Nitrites en azote Zn/5min

Rose Incolore

TRP L-tryptophane 0.2 Formation d’indole (Tryptophane)

JAMES/immédiat

Incolore vert

pâle/jaune

Rose

GLU D-glucose 1.92 Fermentation (GLUcose) Bleu à vert jaune

ADH L-arginine 1.92 Arginine DiHydrolase Jaune Orange/rose/

rouge

URE Urée 0.76 UREase Jaune Orange/rose/

rouge

ESC Esculine

citrate de fer

0.56

0.072 Hydrolyse (β-glucosidase) (ESCulline)

Jaune Gris/maron/

noir

GEL

Gélatine (origine

bovine)

0.6 Hydrolyse (protéase) (GELatine) Pas de

diffusion du

pigment

Diffusion du

pigment noir

PNPG 4-nitrophényl-βD-

galacopyranoside

0.22 β-galactosidase (Para-Nitro-Phényl- 

βDGalactopyranosidase)

Incolore jaune

GLU

ARA

MNE

MAN

NAG

MAL

GNT

CAP

ADI

MLT

CIT

PAC

D-glucose

L-arabinose

D-mannose

D-mannitol

N-acétyl-glucosamine

D-maltose

Potassium gluconate Acide
caprique

Acide adipique

Acide malique

Trisodium citrate

Acide phénylacétique

1.56

1.4

1.4

1.36
1.28

1.4

1.84

0.78

1.12

1.56

2.28

0.8

assimilation (GLUcose)

assimilation (ARAbinose)

assimilation (ManNosE)

assimilation (MANnitol)

assimilation (N-Acétyl Glucosamine)

assimilation (Maltose)

assimilation (potassium GlucoNate)

assimilation (acide CAPrique)

assimilation (acide ADIpique)

assimilation (MaLaTe)

assimilation (trisodium CITrate)
assimilation (acide PhénylACétique)

transparence
transparence
transparence
transparence
transparence
transparence
transparence
transparence
transparence
transparence
transparence
transparence
transparence

trouble
trouble
trouble
trouble
trouble
trouble
trouble
trouble
trouble
trouble
trouble
trouble
trouble
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capables d'utiliser le substrat correspondant. La lecture de ces réactions se fait à l'aide du tableau

de lecture (Tableau I).

Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages

colorés spontanés ou révélés par l'addition de réactifs comme dans le cas des deux tests nitrate

(NO3) et tryptophane (TRP).

Dans cette partie les tests à réaliser sont deux types :

A. Type conventionnels : composé de 8 tests. Ces tests sont : test de nitrate (NO3), test de

tryptophane (TRP), test de glucose (GLU), test de l’arginine (ADH), test de l’urée (URE),

test d’esculine citrate de fer (ESC), test de gélatine (GEL), et de test de nitrophényl-βD-

galacopyranoside (PNPG).

 Test nitrate (NO3)

Une goutte de chaque réactif de Griess NR1 et NR2 est ajoutée dans la cupule. La lecture

se fait après 5 min :

 Une couleur rouge indique une réaction positive, qui signifie la réduction de nitrate en nitrite

grâce au nitrate réductase

NO2
- + 1/2 O2 --------------> NO3

–

- Le résultat incolore indique une réaction négative, Ceci est synonyme d'absence de nitrite

dans le milieu. Ce qui peut être dû soit à la bactérie n'a pas de nitrate réductase ou bien

a existence de nitrite réductase qui transforme les nitrites en azote atmosphérique.

Figure 4 : Préparation des galeries
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Pour distinguer ces deux cas, il suffit juste d'ajouter une pincée de poudre de zinc. Cette

poudre, très réductrice, réduit en quelques minutes les nitrates en nitrites et la coloration rouge

apparait, la bactérie est donc (nitrate -). Si aucune coloration n'apparait, c'est qu'il ne reste plus

de nitrates dans le bouillon, donc la bactérie est (nitrate + ; réductrice de nitrites en azote).

 Test de tryptophane (TRP)

Dans ce test, nous recherchons la fermentation d’indole par les souches à partir de

tryptophane. En effet une goutte de réactif KOVACS (Annexe II) est ajoutée dans la cupule

TRP. Une couleur rose diffusant indique une réaction positive. Ceci expliqué par l’hydrolase

de tryptophane en indole grâce à une tryptophanase. En conséquence les souches sont indole

positif.

TRP ----------tryptophanase ---------> indole + acide pyruvique + NH3

Alors qui l’absence de coloration veut dire absence de tryptophanase, donc les souches sont

indole négatif.

 Tes d’urée (URE)

En présence d'eau et de l’uréase, l'urée est hydrolysée en ammoniac gazeux et en gaz

carbonique selon la réaction enzymatique simplifiée suivante:

CO (NH2)2 + H2O -------Uréase-------> 2 NH3 + CO2

Urées Eau Ammoniac Gaz carbonique

La couleur orange, rose, ou rouge montre qui le test est positif

 Test de glucose (GLU)

Dans ce test nous recherchons si les souches étudiées sont fermentatives, aérobies ou

anaérobies. La lecture de ce test se fait comme suit : si il y a une couleur jaune il y a fermentation

du glucose qui indique que las bactéries sont anaérobies et fermentatives, est le test est positif.

C’est la couleur est bleu a vert ceci montre que le test est négatif, donc pas de fermentation du

glucose est les bactéries sont aérobie.

 Tes d’arginine (ADH)

Dans ce test, nous recherchons la présence de l’enzyme de l’arginine dihydrolase qui est

capable de dégrader l’arginine, indiquée par l’apparition de couleur orange, rose, ou

rouge.
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NB : Pour les trois tests GLU, ADH, URE, un remplissage de l'huile de paraffine a été ajouté

pour former un ménisque convexe. La lecture et l'interprétation se font après 08 jours

d'incubation à 28°C.

 Test esculine citrate de fer (ESC)

 Dans ce test nous recherchons l’enzyme β-glucosidase. En effet, l’esculétine produite 

lors de l’hydrolyse de l’esculine et forme un précipite noir en présence de fer. La couleur jaune

montre qui le test est négatif et la couleur noir indique qui le test est positif.

Esculine + H2O ----------------> glucose + Esculétine

 Test de gélatine (GEL)

Le but de ce test est de chercher l’enzyme hydrolase gelatine, sa présence se manifeste

par diffusion d’un pigment noir.

 Test de nitrophényl-βD-galacopyranoside (PNPG) 

 On recherche la présence de l’enzyme βD-galacopyranosidase, la couleur jaune indique 

que ce test est positif.

B. Type assimilation : composée de 12 tests. Ces test sont : test de glucose (GLU), test de

arabinose (ARA), test de mannose (MNE), test de mannitol (MAN), test de acétyle-

glucosamine (NAG), tes de maltose (MAL), test de potassium (GNT), test d’acide caprique

(CAP), test d’acide adipique (ADI), test d’acide malique (MLT), test citrate (CIT), et de test

d’acide phénylacétique (PAC).

Le trouble observé dans la cupule indique que la bactérie assimile le composant actif, la réaction

est donc positive,

2.3. Effet de la température sur la croissance des souches

Dans cette partie, nous nous sommes intéressées à l’étude de la croissance des souches

bactériennes à différentes températures sur milieu YMB. Les températures étudiées sont: 26°C,

28°C, 30°C, 32°C, 34°C, 37°C à raison de 3 répétitions par souche.

Après 08 jours d'incubation, la croissance bactérienne est évaluée par mesure de la

densité optique par spectrophotomètre à une longueur d'onde λ= 630 nm. 
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III. Analyse numérique des données

L’analyse des caractères phénotypiques permet de calculer le coefficient de similitude des

souches selon la formule de Snearth et Collins (1974). Le calcule permet de comparer les

souches deux à deux.

Cs = (A+C) / (A+B+C) × 100

Cs : coefficient de similitude entre deux souches.

A : nombre de tests positifs communs aux deux souches.

B : nombre de tests différents entre deux souches.

C : nombre de tests négatifs commun aux deux souches.

Les résultats de l’étude des caractères morphologiques, biochimiques et physiologiques

ont été convertis en une matrice pour un traitement numérique grâce au logiciel XL-STAT-Pro

version 2018.2.50583.

Les variables qualitatives sont codées « 1 » pour le positif ou présent et « 0 » pour négatif

ou absent. La classification ascendante et hiérarchique (CAH) a permis de classer les souches

par degré de ressemblance en allant des plus proches aux plus éloignées.

Le calcul des distances euclidiennes indique l’indice de ressemblance entre les souches.

Parmi les différents types d’analyse numérique qui révèlent la structure taxonomique, la plus

utilisée est l’analyse des clusters (groupe d’échantillon ou de souches), sous forme d’un

diagramme ramifié similaire à un arbre ou dendrogramme où plus les branches sont proches,

plus les groupes de souches sont similaires.
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1. Caractérisation phénotypique des souches étudiées

1.1. Morphologie des colonies

Après ensemencement sur le milieu solide YMA et incubation des souches à 28°C, nous

avons obtenu des colonies de formes arrondies, de couleur beige, opaques ou translucides et d’un

aspect lisse ou bombé (Figure 5).

La vitesse de croissance est lente, des colonies de 2 à 4 mm pour les souches à S2, S8

et S9 apparaissent après 3 à 5 jours d’incubation. Les souches S1, S3, S4, S5, S6, S7 et la souche

de référence B.cytisi donnant des colonies plus petites de 1 à 2 mm après 5 à 7 jour d’incubation

(tableau II).

Figure 5 : Aspect des colonies, exemple des souches S5 et S9, obtenues sur milieu YMA

Tableau II : Caractères morphologiques des souches

Diamètre Forme Aspect Translucide/opaque Vitesse de
croissance

Exopolysaccharide
(EPS)

S1 1 à 2 mm après 5 à 7 jours Arrondie Lisse Translucide 6 Jours Non

S2 2 à 4 mm après 3 à 5 jours Arrondie Bombé Opaque 3 Jours Oui

S3 1 à 2 mm après 5 à 7 jours Arrondie Lisse Translucide 6 Jours Non

S4 1 à 2 mm après 5 à 7 jours Arrondie Lisse Translucide 6 Jours Non

S5 1 à 2 mm après 5 à 7 jours Arrondie Lisse Translucide 6 Jours Non

S6 1 à 2 mm après 5 à 7 jours Arrondie Lisse Translucide 6 Jours Non

S7 1 à 2 mm après 5 à 7 jours Arrondie Lisse Translucide 6 Jours Non

S8 2 à 4 mm après 3 à 5 jours Arrondis Bombé Opaque 3 Jours Oui

S9 2 à 4 mm après 3 à 5 jours Arrondie Bombé Opaque 3 Jours Oui

B.cytisi 1 à 2 mm après 5 à 7 jours Arrondie Lisse Translucide 6 Jours Non
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1.2.Caractérisation cellulaire

L'observation microscopique des suspensions bactériennes montre que les souches sont

des bâtonnets aux extrémités arrondies et mobiles (Figure 6). La coloration de Gram a confirmé

leur appartenance aux bactéries Gram négatif par l’apparition des bacilles roses (Figure 7).

Cette caractérisation correspond à la description des rhizibia selon Jordan (1984).

1.3.Caractérisation biochimique des souches bactériennes

Les résultats obtenus des galeries API 20 NE (Figure 8) sont présentés dans le Tableau III

 Tests conventionnels :

Les résultats du test conventionnel des sucres sont montrés dans le tableau III (en vert).

Après ensemencement et incubation à 28°C pendant 8 jours, deux réactifs Griess I et

Griess II ont été ajoutés à la cupule de NO3. Toutes les souches y compris la souche de référence

possèdent la nitrate réductase qui permet de réduire le nitrate en nitrite.

Aucune production d’indole à partir du tryptophane c’est observée pour toutes les

souches testées y compris la souche de référence. Ce résultat confirme ceux obtenus par

Boulila (2002).

Concernant la fermentation du glucose, le résultat est négatif pour toutes les souches, ce

qui indique que ces bactéries sont aérobies.

S5
Figure 6 : Observation microscopique à l’état

frais, prise comme exemple la souche S5

(Grossissement 10 ×40).

Figure 7: Coloration de Gram,

prise comme exemple la souche S5

(Grossissement 10 ×100).

S5
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La couleur orange montre que toutes les souches y compris la souche Bradyrhizobium

cytisi possèdent l’enzyme arginine dihydrolase.

Toutes les souches testées y compris la souche de référence possèdent l’uréase en

donnant la couleur rose.

En présence d'eau et d'enzyme, appelée uréase et, s'il fait suffisamment chaud, l'urée est

hydrolysée en ammoniac gazeux et en gaz carbonique selon la réaction enzymatique simplifiée

suivante:

 La couleur noir du test ESC est expliqué par l’hydrolyse de l’esculine par les β- 

glucosidase, ceci a été observée pour toutes les souches, sauf les souches S6 et S7 ce qui

explique que ces souches n’ont pas utilisé le fer pour l’hydrolyser l’esculine par les β- 

glucosidase.

 Toutes les souches testées y compris la souche de référence ne possèdent pas la β-

galactosidase, sauf la souche S4. L’apparence de couleur jaune montre qu’elle possède la β-

galactosidase.

Le test de recherche de la protéase, montre que les souches S2, S4, S5, S6, S8, S9,

possèdent cette enzyme par la diffusion de pigments noir. Cependant absente chez les souches

S1, S3, S7 et Bradyrhizobium cytisi.

Ces différant résultats de tests biochimiques classique montrent la diversité des souches

étudiées.
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Tableau III: Résultats de la caractérisation biochimique

Figure 8 : Exemple de résultats obtenus dans la caractérisation biochimique sur galeries (S9 et S5).

Souches

S1 +/+ - - + + + - - + + + + - + + - - + - -

S2 +/+ - - + + + - + + + + + - - + - - + + -

S3 +/+ - - + + + - - + + + + + + + - - - - -

S4 +/+ - - + + + + + + + + + + + + - - + + -

S5 +/+ - - + + + - + + + + + + + + - - - - -

S6 +/+ - - + + - - + + + - + + + + - - + - -

S7 +/+ - - + + - - - - - + + - - + - + - - -

S8 +/+ - - + + + - + + + + + + + + - + + + +

S9 +/+ - - + + + - + + + + + + + + - + + - -

Bradyrhizobium cytisi +/+ - - + + + - - + + + + - + + - - - - -
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 Tests d’assimilations : Les résultats du test d’assimilation des sucres sont montrés dans

le tableau III (en jaune).

Ce tableau indique que la plupart des souches assimilent le glucose, mannose, mannitol, et

potassium gluconate.

Concernant les autres sucres, une variabilité d’assimilation de résultats est observée chez la

plupart des souches. En effet, l’arabinose et le glucose sont assimilés par toutes les souches à

l’exception de S7. Le mannose est assimilé par toutes les souches sauf la S6. Alors que, le

mannitol et le potassium gluconate sont assimilés par toutes les souches.

La majorité des souches assimile N-acétyl- glucosamine à l’exception de S1, S2, S7 et

Bradyrhizobium cytisi.

Le maltose est assimilé par toutes les souches, à l’exception des souches S2, S7.

Aucune assimilation d’acide caprique n’est observée chez toutes les souches testées y

compris la souche de référence. Pour l’acide phénylacétique, nous avons observé l’absence

d’assimilation chez toutes les souches à l’exception de S8.

Absence d’assimilation d’acide adipique chez la majorité des souches y compris

Bradyrhizobium cytisi, sauf chez les souches S7, S8, S9.

Assimilation de l’acide malique chez les souches S1, S2, S4, S6, S8, S9, a l’inverse des

souches S3, S5, S7 et Bradyrhizobium cytisi.

Ces résultats d’assimilation des sucres confirment la diversité des souches remarquée

précédemment.

2. Effet de la température sur la croissance des souches testées

Les résultats de l’effet de la température sur la croissance des souches testées (Annexe III)

sont illustrés dans la figure 9.

Ces résultats montrent une variabilité de comportement des souches isolées de zones arides

vis-à-vis de la température.

En effet la majorité des souches montre une croissance entre 26°C à 32°C avec un optimum

de croissance entre 28°C et 30°C pour toutes les souches. Certaines d’entre elles résistent au-

delà de cette limite et leurs croissances persistent même à 37°C, tel que les souches S2, S8 et

S9. En outre nous constatons la présence de deux blocs de courbe. Un bloc qui regroupe les S2,

S8, et S9 avec une grande valeur de densité optique (DO) même aux températures élevés. Ces



Chapitre III Résultats et discussion

23

D
en

si
té

o
p

ti
q

u
e

(a
b

so
rb

an
ce

a
λ=

 6
3

0
 n

m
)

souches possèdent d’exopolysaccharide (EPS) qui permettraient de résister aux hautes

températures. Le deuxième bloc regroupe les autres souches y compris la souche de référence

B.cytisi. Les hautes températures inhibent la croissance de ces souches. Il est à signaler que ces

souches ne possèdent pas d’exopolysaccharide qui joueraient le rôle de biofilm en protégeront

ces souches de stresse thermique comme la indique Zahran et al., (1999).

Figure 9 : Effet de la température sur la croissance des souches testées.

En outre, les résultats de cette étude sont en accord avec ceux de Graham (1992) et

Zahran (1999), qui ont rapporté que les rhizobia sont des bactéries mésophiles pouvant se

développer à des températures se situant entre 10°C et 37°C et que la température optimale de

croissance est environ de 28°C. Les températures basses inhibent l’expression des gènes nod et

donc l’infection et la nodulation (Zhang et al., 1996). A l’opposé, la température élevée affecte

la différenciation des rhizobia en bactéroides ainsi que le fonctionnement de la nodosité

(Zahran, 1999).

3. Analyse numérique des données

L’analyse numérique a été établie à partir 32 caractères. Le calcule de coefficient de

similitude a permis de classer les souches en fonction de leurs ressemblances (tableau IV).
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Tableau IV : coefficient de similitude inter-souches étudiées

Les résultats montrent que les souches S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S8 et la souche

de référence Bradyrhizobium cytisi sont différente comparées deux a deux, Il est à noter que les

souches S1, S3 et S5 sont plus proche de Bradyrhizobium cytisi. En effet, ces souches partagent

beaucoup de caractères en commun avec la souche de référence Bradyrhizobium cytisi.

 Les tests morphologiques, biochimiques et physiologiques sont convertis en une matrice

(Annexe IV) qui a permis d’établir une classification ascendante hiérarchique CAH

(Figure10).

Les résultats obtenus de cette analyse montrent que les 9 souches testées y compris la souche

référence sont groupée d’abord en deux clusters A et B

- Le cluster A comporte les souches S2, S8 et S9 productrice d’exopolysaccharide et qui

résiste à des températures même de 37°C.

- Le cluster B qui regroupe les souches S1, S3, S4, S5, S6, S7 et la souche de référence

B.cytisi qui ne possèdent pas d’exopolysaccharide et ne résiste pas à des températures

élevées

S1 100

S2 78,12 100

S3 90,63 71,87 100

S4 87,5 84,37 81,25 100

S5 96,68 78,12 96,87 90,62 100

S6 87,5 75 84,43 87,5 90,62 100

S7 81,25 71,87 81,45 68,75 78,12 78,12 100

S8 75 93,75 71,87 78,12 75 71,87 59,37 100

S9 75 87,5 75 78,12 81,25 78,12 65,62 59,37 100
Bradyrhizobium

cytisi 96,68 75 96,87 84,37 90,62 84,37 81,25 62,5 75 100

les souches S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 Bradyrhizobium
cytisi
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Figure 10: Dendrogramme de la CAH de neuf souches de rhizobia et une souche de référence

appartenant au genre Bradyrhizobium cytisi.

Le cluster B lui-même est subdivisé en deux branches B1 et B2, la branche B1 comportant

S7 et la branche B2 constituées de S1, S3, S4, S5, S6 et B.cytisi.

Il à signaler à ce niveau que la souche S1 est la plus proche de B.cytisi, et S3 et S5 c’est

leur groupe frère. Ce qui confirme les résultats de calcule de coefficient de similitude.
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Dans le cadre de cette étude, nous avons contribué à la caractérisation phénotypique de

neuf souches représentatives de collection de rhizobia appartenant au Laboratoire d'Ecologie

Microbienne et comparé à une souche de référence appartenant au genre Bradyrhizobium

cytisi.

L’étude des caractères morphologiques a montré que les souches isolées sont de petits

bâtonnets, mobiles et à Gram nègatif. La caractérisation biochimique a révélé une variabilité

de comportement vis-à-vis des tests effectués.

Les tests physiologiques des souches de rhizobia isolées de légumineuses des zones

arides montrent que l’optimale de croissance se situe entre 28°C à 30°C pour la plupart des

souches testées.

Les souches S2, S8 et S9 résiste à des températures allant jusqu’à 37°C. Ceci pourrait

être très intéressant pour le projet de restauration des sols dégradés des zones arides.

En perspective, il serait nécessaire d’élargir le spectre d’étude des souches de zhizobia

isolées de légumineuses sur d’autres régions arides et semi arides non étudiées.
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Annexes

Annexe I: Composition des milieux de cultures (Vincent, 1970).

Milieu YMA (Yeast Mannitol Agar)

Mannitol ...................................................................... 10 g

Extrait de levure.................................. ........................ 0 ,4g

K2HPO4, 3H2O ........................................................... 0 ,5g

MgSO4, 7H2O ............................................................. 0,2g

NaCl.............................................................................. 0 ,1g

Agar ............................................................................. 15 g

Ajusté à pH 6.8

Stériliser à 120°C pendant 20min.

Milieu YMB (Yeast Mannitol Broth)

Mannitol .............................................................................. 10 g

Extrait de levure.................................................................. 0 ,4g

K2HPO4, 3H2O .................................................................. 0 ,5g

MgSO4, 7H2O..................................................................... 0 ,2g

NaCl..................................................................................... 0.1 g

Eau distillé........................................................................... 1 l

Ajusté à pH 6.8

Stériliser à 120°C pendant 20 min.

Annexe II : Composition des réactifs

Réactif de Griess I (NR I)

Acide parasulfanilique.....................................................8 g

Acide acétique 5N ...........................................................1 l

Réactif de Griess II (NR II)

α-naphtylamine................................................................6 g 

Acide acétique 5N ...........................................................1 l
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Réactif de Kovacs

Alcool amylique ..............................................................5 g

Paradiméthylamino-benzaldéhyde ............................. 75 ml

HCl Pur....................................................................... 25 ml

Annexe III : La moyenne des Do obtenue aux différentes températures

t°26 t°28 t°30 t°32 t°34 t°37

S1 0,062884 0,086958 0,096067 0,010833 0,010833

S2 0,287279 0,321817 0,3816 0,119167 0,119167

S3 0,076513 0,091833 0,073111 0,008833 0,008833

S4 0,132742 0,143975 0,176267 0,015217 0,015217

S5 0,156958 0,166408 0,218333 0,0205 0,0205

S6 0,111017 0,130858 0,330133 0,059 0,059

S7 0,124217 0,13135 0,1586 0,028333 0,028333

S8 0,154222 0,078661 0,1292 0,021333 0,021333

S9 0,365683 0,490389 0,486333 0,4495 0,4495

S10 0,309278 0,337422 0,409778 0,244833 0,244833
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Annexe IV

Tableau : matrice des caractères morphologique et physiologique codés, pour l’analyse

ascendante hiérarchique (CAH).

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 B.cyitisi

T° 26 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0

T° 28 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

T° 30 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

T° 32 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

T° 34 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0

T° 37 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0

mobilité 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

flagelle 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

forme bâtonné 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

NO3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

TRP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

GLU 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

ADH 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

URE 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

ESC 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1

GEL 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0

PNG 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0

GLU 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1

ARA 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1

MNE 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1

MAN 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

NAG 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0

MAL 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1

GNT 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CAP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

ADI 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0

MLT 1 1 0 1 0 1 0 1 1 0

CIT 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0

PAC 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0

G(+) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

G(-) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

EPS 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0



Résumé

Les légumineuses ont un grand rôle dans la restauration des sols et dans la fixation de l’azote. La

température dans les zones arides et semi arides c’est un obstacle majeur pour la croissance, le

développement de la végétation et sur la symbiose entre légumineuses et rhizobia. Ce travail a été

réalisé sur neuf souches de rhizobia et une souche de référence de genre Bradyrhizobium cytisi à

titre comparatif afin de déterminer l’effet de la température sur leur croissance, les souches S2, S8 et

S9 pourraient être très intéressant pour le projet de restauration des sols dégradés des zones arides.

Mot clé : légumineuse, rhizobia, symbiose, zone aride

Abstract

Leguminous plants have a prominent roll in the restoration of the soil and in the fixation of the azote.

the temperture in the arid zones and in the semi arid ones constitutes a serious impediment for the

growing, development of the vegetation and about the symbiosis between leguminous plants and

rhizobia. This work was carried out on nine strains of rhizobia and a reference strain of genra genre

Bradyrhizobium cytisi for comparative purposes to determine the effect of temperature on their

growth, strains S2, S8 and S9 could be very interesting for the project of restoration of degraded soils

of the arid zones.

Key word: leguminous, rhizobia, symbiosis, arid zone
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