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Introduction

L’ Algérie a une large diversité des conditions naturelle, de son relief, de sa geologie, de
ses sols et de son climat, a fini par forger une grande diversité biologique. Elle a défini des
biotopes variés permettant la coexistence de nombreuses espéces végétales et animales, souvent

adaptées a des conditions abiotiques extrémes ainsi qu’a de fortes pressions biotiques.

La famille des légumineuses est une des plus importantes parmi les dicotylédones. C’est
la famille végétale qui fournit le plus grand nombre d’espéces utiles a I’Homme, qu’elles soient

alimentaires, industrielles ou médicinales.

La premiére grande qualité des légumineuses est la capacité de production de biomasse
de tres haute qualité, sans nécessiter d’apport d’azote. Le second avantage est I’aptitude a fixer
de I’azote, ce qui permet de soutenir leur croissance, ainsi que celle des autres plantes. L’azote

est I’un des facteurs les plus limitant pour la croissance des plantes.

La plante ne fixe pas l’azote directement sans qu’elle s’associe & des bactéries
rhizobiums qui ont une signification scientifique et agronomique profondes dues a leur capacité
d'établir une relation symbiotique dans la fixation d'azote avec les légumineuses. Cette relation
est d’une importance majeure pour l'entretien de la fertilit¢é du sol (Somasegaran et
Hoben,1994).

Le processus de fixation de 1’azote entre les 1égumineuses et les bactéries rhizobium est
une relation symbiotique qui est bénéfiques pour ces deux organismes, mais cette relation peut

étre perturbée par des facteurs abiotiques comme la température et la salinité (Graham, 1992).

Certains travaux ont montré que les légumineuses arbustives spontanées notamment R.
sphaerocarpaont un intérét spécial dans les écosystéemes méditerranéens (Valladaresetal.
,2002). En effet ces légumineuses spontanées sont adaptées aux conditions de I'environnement
extrémes telles que la salinité, la secheresse sévere et les hautes températures. Leurs systémes
racinaires profonds sont un atout permettant de résister au manque d’eau qu’il aspire a une
profondeur pouvant atteindre 30m et par conséquent de supporter les facteurs des climats aride
et semi-aride. En outre tous les projets de restauration ou de revégétalisation des sols exigent
non seulement des connaissances sur les [égumineuses spontanées mais aussi sur les caractéres
physiologiques, nutritionnelles et taxonomiques des souches utilisées afin de sélectionner les

plus performantes et les plus adaptées (Haase et al., 1996).
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Cette étude a pour but de rechercher la croissance des souches de Bradyrhizobiumsous
I’effet de différentes températures et de différents teneurs en NaCl. Les souches concernées ont
été isolées a partir de nodules racinaires de plusieurs Iégumineuses,de différentes sites
géographiques et écologiques, de tribu Genisteae a savoir Retamasphaerocarpa et R.reatam,
Cytisu, Calicotome, Spartium,et Genista (Boulila, 2009 ; Ahnia, 2014 ; Salmi, 2018 ;
Boudehouche, 2020).

Ce travail rentre dans le cadre de projet de recherche socio-économique animé par
I’équipe interaction plantes-microorganismes symbiotiques du laboratoire d’écologie

microbienne de I’université de Bejaia.

Ce document qui est fait pour soutenir un Master en Science de la Nature et de la vie,
option Toxicologie industrielle et environnementale, est composé trois parties : la synthése
bibliographique qui illustre la taxonomie et la diversité des partenaires symbiotiques. Ainsi que
les facteurs abiotiques influencant la symbiose. La deuxiéme partie comporte matériel et
Méthodes ou sont données les outils et les techniques utilisés. Enfin, la troisiéme partie
comporte les résultats obtenus.
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. L’Azote

La plus grande partie de I’atmosphere, 78% en volume, est constituée d’azote (N2 ou

diazote) un gaz incolore et inodore (Hopkins, 2003).

C’est un ¢élément essentiel pour toutes les formes de vie découvertes sur notre planete
(Hopkins, 2003), par rapport a leur masse de matiere séche. 1l est le 4eme élément nutritif des
plantes, constituant essentiel du protoplasme (Madigan et al., 2007), des Protéines, des acides
nucléiques, des hormones, de la chlorophylle et d’'une foule de composés primaireS ou
secondaires des plantes. Il est donc combiné a la matiére organique mais on le trouve aussi a
I’état minéral sous forme de NH4+, NO3- et NO2-(Hopkins, 2003).

L’azote favorise chez les végétaux 1’utilisation des hydrates de carbone, stimule le
développement et I’activité racinaire, favorisant ainsi I’absorption des autres éléments minéraux

et la croissance des plantes (Babo, 2002).

L’insuffisance ou la carence de cet élément chez les plantes se manifeste par une
chlorose, un nanisme, une stérilite... (Tourte et al., 2005). Les feuilles matures entrent en
sénescence puisque leur azote est redirigé vers les feuilles croissantes. S’il y a exces,
I’¢longation des tiges est favorisée au détriment de la maturation et le développement racinaire
est inhibé, pouvant mener a un approvisionnement inadéquat en eau et en éléments minéraux
(Parent, 1999).

|.1.Fixation biologique d’azote atmosphérique

La fixation biologique d’azote atmosphérique N2 est une activité microbienne aussi
importante pour le maintien de la vie sur le globe terrestre que la photosynthése. Les organismes
assimilateurs de N2 sont des eubactéries et archaebactéries procaryotes réparties dans plus de
100 genres ; certaines fixent I’azote en vivant a 1’état libre, d’autres le font au cours d’une

symbiose (Pelmont,2005).

1.2. Fixateurs libres

On trouve des bactéries de ce type surtout dans les prairies. Elles sont en forte
concentration dans la rhizosphére (Tortora et al., 2003). A ce groupe appartiennent des

bactéries aérobies et anaérobies, ainsi que des représentants des bactéries phototrophes
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(Rhodospirillum,Chromatium, Chlorobiumet Rhodomicrobium) et des cyanobactéries, en
particulier celles qui forment des hétérocystes tels que Nostoc, Anabaena, Tolypothrix,

Cylindrospermum, Colothrix,Rivularia (Richter, 1993).

La majorité des bactéries libres fixatrices d’azote sont capables de fixer de grandes
quantités de cet élément enlaboratoire. Toutefois, dans le sol, la réduction de 1’azote en
ammoniac est limitée par la quantité de glucides disponibles(Tortora et al., 2003). Le rdle de
ces bactéries dans la fixation biologique de 1’azote dans les prairies, les foréts et la toundra

arctique est néanmoins considérable (Tortora et al., 2003).
1.3. Fixateurs symbiotiques

La réduction de I’azote est trés exigeante en énergie. En effet, il faut 16 molécules
d’ATP (donneur d’énergie dans les cellules) pour réduire une molécule d’azote. C’est pourquoi
les systemes fixateurs d’azote les plus efficaces sont des symbioses associant des bactéries
fixatrices a des organismes photosynthétiques capables de transformer 1’énergie lumineuse en

énergie chimique (Dénarié, 2000).

Les especes fixatrices d’azote symbiotiques sont nettement moins nombreuses que les
fixatrices libres. On y rencontre essentiellement les rhizobiums, des actinomycetes (Frankia) et
des cyanobactéries (Anabaenaazollae) (Pelmont, 1995). Les bactéries de ce type jouent un role

prépondeérant dans la croissance des plantes agricoles (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 rhizobiums aux légumineuses (Dénarié, 2000).

La forme la plus commune d’association symbiotique provoque la formation sur la
racine (ou parfois sur la tige) de la plante héte, de structures multicellulaires hypertrophiées,
nommées nodules (Hopkins, 2003). Les plantes concernées en profitent, en utilisant les
produits de la fixation bactérienne de I’azote. En contrepartie, la plante hote fournit aux
bactéroides des composés carbonés, de 1’énergie, ainsi que les mécanismes de protection

nécessaires (Richter,1993).
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Figure 1. Cycle de I’azote (Source : thinglink.com)
Il. Légumineuses

Le bassin méditerranéen est trés diversifié en plantes particulierement en légumineuses
qui constituent de loin le groupe le plus important participant a la fertilisation du sol (Sprent
et al.1987).

11.1. Classification taxonomique

D’aprés Quezel et Santa, (1962) la taxonomie des légumineuses est classée comme

suit :

- Domaine : Eucaryote

- Phylum : Plantae

- Sous regne des Végétaux (phanérogame)

- Embranchement : Spermaphytes (plantes a graines)

- Sous embranchement : Angiospermes

5
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- Classe : Dicotylédones
- Sous classe : Rosida
- Ordre : Fabales

- Super famille : Leguminosae(Fabaceae)

Les légumineuses sont capables de former des associations symbiotiques avec les
rhizobia(Sprent et al.1987). En terme du nombre d’espéces connues, les Fabaceae représentent
I’'une des familles de plantes a fleurs les plus importantes avec les Orchidaceae et les
Asterraceae. La famille des légumineuses a une origine monophylétique qui en se basant sur
les caracteres morphologiques des fleurs était, traditionnellement, répartie en trois sous-

familles :

» Caesalpinioideae

La plupart sont des arbres ou des arbustes tropicaux subtropicaux avec une fleur
pseudo-papilionacée, comprenant environ 150 genres et 2200 espéces. 23% seulement des
especes parmi celles examinées ont été connues pour leur nodulation (Maxted et
Bennett.,2001).

» Mimosoideae

Elles sont caractérisées par leurs petites fleurs régulieres (actinomorphe) entassées,
généralement en épis ou de tétes qui ressemblent a une pom-pom(White, 2010), sous forme
principalement d’arbres ou arbustes, rarement des herbes, certaines posseédent de la résine. Elles
se retrouvent dans les régions tropicales, subtropicales a climat chaud. Mimosoideaecomporte
environ 60 genres et 3200 espéces, certaines sont cultivées pour la production des tannins
(extrait de 1’écorce) qui est utilisés dans le traitement des cuirs.Environ 10% des especes ont

été déja examinées et la majorité ont des nodules (Benouaret et al., 2014).

> Papilionoideae

Ce sont principalement des plantes herbacées, vivaces ou annuelles et sont largement

distribuées dans le monde (Résénen, 2002).

Les Papilionoideaesont utilisées pour la production des graines alimentaires comme le
pois (Pisumsativum L) et le haricot (Phaseolusvulgaris L) ; mais aussi pour l'alimentation du

bétail, sous forme de fourrage tels que la luzerne (Medicagosativa L) et le Sulla
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(Hedysarumcoronarium L) (FAO, 1996).Parmiles21%d’espécesdéjaexaminéesla majorité

(97%) est nodulée (pois, haricot, féve, lentille...) par les rhizobia(Benouaret et al.,2014).

Papilionoideae renferme plus de 12600 espéces dans 429 genresregroupés en 31
tribus(Judd et al., 2002).Cardoso et al., (2013) ont rapporté que la tribu Genistaeaest 1’une

des plus grandes tribus des Papilionoideae qui a une répartition cosmopolite.
11.2. Tribu des Genisteae

La tribu de Genisteae (Adans) définis par (Polhill, (1976) et réarrangés par Bisby
(1981), représentent une tribu diversifiée de 20 genres et environ 450 especes. Les Genisteae
sont pour la plupart des arbustes qui sont distribuésessentiellement en méditerrané. Elles sont
écologiquement trés importantes, non seulement pour la grande diversité des espéces, mais
aussi par la colonisation des foréts dégradées et les zones déboisées qui dominent de

nombreuses communautés végétales (Polhill, 1981 ; Ainouche et al., 2003).

Il existe plusieurs genres appartenant a cette tribu : genre Retama, genre Cytisus, genre

Calicotome, genreGenista.etc. (Quezel et Santa, (1962).
e Genre Retama

Retamaest un mot qui vient de l'arabe 'retem'.Au Maghreb, il est appelé 'Rteme’. Ce
genre appartenant a la sous familleFabaceaeet a la tribu Genisteae, comprend trois espéces :R.
raetam, R. sphaerocarpa et R. monosperma. Cesont des arbustes endémiques des régions
méditerranéennes du Nord de 1’ Afrique (Algérie, Egypte, Maroc), du Sud de I’Espagne et du
Portugal (Quezel et Santa, 1962).

En Algérie le genre Retamacompte trois especes : R. sphaerocarpa (L.) Boiss(voir la
figure 2), R. reatam Webb, et R. monosperma (L.) Boiss(Quezel et Santa, 1962).
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Figure 2 : Retamasphaerocarpa (Boulila, 2009)

e GenreCytisus

Les plantes du genre Cytisussont particulierement abondantes autour de la mer
Méditerranée, mais également se trouvent dans des régions géographiques distinctes comme le
nord et le sud de I'Afrique, I'Europe occidentale et centrale, la mer Noire et la Turquie (Quezel
et Santa 1962).

Le genre Cytisus, communément appelés balais, sont des arbustes ou arbrisseaux dressés
de 4 a 5 pieds de hauteur, épineux ou non a floraison abondante avec des feuilles alternes. Les
stipules sont réduites ou nulles. Les fleurs sont disposées en tétes et sont genéralement jaunes
ou blanches. D’apres (Quezel et Santa 1962), on reconnait a ce genre six especes : C. purgans,

C. linofolius, C. fontanesii, C. monspessulanus, C. arboreuset C. villosus(figure 3).
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Figure 3 :

Cytisusvillosus (Ahnia, 2015)

e Genre Calicotome

Il est communément appelé le genét épineux, ou Azezzu ou Gendoul en Algérie. Le
genre Calicotomeappartient eégalement a la tribu des Genisteae, comportant essentiellement
quatre espéces a savoir : Calicotome infesta, Calicotomeintermedia, Calicotomespinosa (figure
4) et Calicotomevillosa (Quezel et Santa, 1962).

- = —

Figure 4 : Calicotomespinosa (Salmi, 2019)
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Figure 5 : Genistaferox (Boudehouche 2020)

e Genre Genista

Le genre Genistaa été décrit pour la premiére fois par LINNE en 1753. Ce genre compte
plus de 120 espéces. Il représente le deuxiéme grand genre au sein de la tribu des Genisteae,se
multipliant quand les autres arbres disparaissent en favorisant la reconstitution du boisement
(Quezel et Santa, en 1962). lIs sont trés répondus en Algérie ou, comptent pour ce genre 23
espéces dont 11 sont endémiques (Maire, 1987). Parmi ces especes : Genistaferox (figure 5),
Genistanumidica, Genistatricuspidata.

Le genre Genistaest trés repondu dans le bassin méditerranéen, en Europe et en Afrique du nord
(Libye, Tunisie, Algérie et Maroc) en Turquie, Russie et en Caucase. En Algérie, il pousse dans
la région est, sud et au grand Sahara (Quezel et Santa, en 1962) donc il est
circumméditerranéen, il est constitué d'arbustes épineux et non épineux, la plupart de ces

espéces forment des maquis sclérophylles (Martins et al, 2005).
e Genre Spartium (genét d’Espagne)

Le genre Spartiumest 1’'un des arbustes pérennes originaires de la région
méditerranéenne, du sud de 1I’Europe, 1’ Afrique du nord-ouest. Spartiumjunceumest la seule
espéce du genre Spartium de 1 a 3 métres. Cet arbuste est non épineux, dressé a rameaux effilés
cylindriques. Il produit de grandes fleursodorantes de couleur jaune (figure 6) entre Mai et

10
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Juillet. Les gousses sont de taille entre 6 & 8 cm sur 7 mm linaire presque glabre, noir a la

maturité comportant 12 & 18 graines (Quezel et Santa, en 1962).

Figure 6 : Spartiumjunceum (Boulila, 2009)

11.3. Intérét des légumineuses

Les légumineuses tiennent une part tres importante des travaux accomplis dans des
domaines aussi divers que 1’agronomie, la génétique, la phytopathologie, 1’écologie et la

physiologie végétale.. .etc.

Les légumineuses exercent une influence tres favorable sur la fertilité des sols grace a
la symbiose fixatrice d’azote avec les souches de rhizobium. Elles jouent par conséquent un
role indispensable dans la rotation des cultures et assurent une agriculture "durable”. Elles
jouent également un réle essentiel dans la conservation du sol, en raison de la grande quantité
d’azote fixé, ce qui contribue a une agriculture durable. En effet, les résidus des légumineuses
sont riches en azote et contribuent a enrichir le sol en cet élément. Les cultures succédant aux
légumineuses peuvent par consequent bénéficier indirectement de 1’azote fixé par

I’intermédiaire des résidus laissés par les légumineuses (Zaidi et Kaved, 2017).

En outre, de nombreuses especes de légumineuses cultivées constituent une source trés
importante de protéines et de lipides dans l'alimentation humaine et animale. En effet, elles
constituent un apport de protéines important de point de vue nutritionnel (18% a 30% de la

graine séche) mais surtout peu codteux.
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En termes d'importance économique, de nombreuses especes de légumineuse de la
familleCésalpiniacéesetdeMimosacéessontconsidéréescommeunesourcedefourrageetde bois a
usage domestique (Zaidi et Kaved, 2017). Elles sont également source d’engrais vert et
produisent un grand nombre de composées comme des médicaments, des poisons, des teintures,

parfums et des substances antimicrobiennes(Iskounen,2012).

De point de vue écologique, certaines légumineuses comme celles du genre
Retamanotamment Retamasphaerocarpa jouent un rdle important dans la revégétalisation et la
fertilisation des sols dégradés des zones arides et semi-arides grace aux associations

symbiotiques avec les rhizobia (Boulila et al., 2009).

D’autre part, les travaux de (Hammouche et al. (2017) montrent que R. sphaerocarpaa
des vertus comme plantes médicinales. En effet, les tests sur les extraits des feuilles et des
graines de R. sphaerocarpaont révélé une activité antibactérienne contre les souches pathogenes

opportunistes de S. aureus.

I11-Rhizobia

I11.1. Définition et description des rhizobia

Selon le Bergey'smanual of systematic bacteriology, le rhizobium (figure 7 )est une
bactérie bacilles de taille 0,5-1,0 x 1,2-3,0 um, ne formant pas de spores, Gram négatif, mobile

grace a des flagelles périt-riches. (Jordan (1984) et Somasegaran et Hoben (1994).

Ces bactéries sont aérobies avec I'oxygéne comme accepteur final d'électrons mais
peuvent bien croitre en faible pression d'oxygéne. En anaérobiose, elles sont capables d’utiliser

le nitrate comme accepteur final d’électrons.

La température optimale de croissance se situe dans l'intervalle de 25 a 30°C. Certaines
especes peuvent, cependant croitre a des tempeératures de plus de 40°C. Le pH optimum de
croissance étant de 6 a 7. Les colonies sont généralement de couleur blanchatre ou beige, de
forme circulaire, convexe, translucides ou opaques, mucilagineuses et bombées. La croissance
des rhizobia est possible sur milieu contenant du mannitol et de 1’extrait de levure (YMA)

(Somasegaran et Hoben, 1994).
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Figure 7 : Aspect des cellules bactériennes sous microscope optique x40 (Boulila, 2009)

I11.2. Classification des rhizobia

La classification des rhizobiums, a lI'image de la taxonomie bactérienne, est basée sur
une approche polyphasique qui ne retient plus les propriétés symbiotiques comme critére
taxonomique. En effet, approche polyphasiquese base sur la caractérisation phénotypique et
une caractéerisation genotypique et une caractérisation phylogénetique.

Les travaux de Boivin et al., (1998) montrent qu’une méme légumineuse peut étre
nodulée par différentes espéces de rhizobiums ex : le soja est nodulé par Sinorhizobiumfredii et
Bradyrhizobiumjaponicumtandis qu'une méme espece peut regrouper des bactéries de
specificités d'hote différentes exemple de Rhizobium leguminosarumest divisé en trois

biovarsbv. viciae, bv. trifolii et bv. phaseoli).

Les méthodes d’énumération des rhizobia et la mesure de la diversité n’ont pas donné
une description exacte ; le nombre peut étre sous-estimé et la diversité pourrait aussi étre
masquée grace aux divergences causées par le choix de la plante héte et les facteurs du sol

(Terefework, 2002) . Ainsi les rhizobia appartiennent a la classe des a-et des -Protéobactéries
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Les rhizobia de la classe a-Protéobactériesappartiennent a 1’ordre des Rhizobialeset

se répartissent en 11 genres a savoir : Rhizobium, Mezorhizobium, Ensifer, Bradyrhizobium,
Phyllobacterium,  Microvirga,  Azorhizobium,  Ocrhobactrum,  Methylobacterium,

DevosiaetShinella).

Alors que les rhizobia de la classe B-Protéobactéries appartiennent a 1’ordre des
Burkholderiales et se répartissent en deux genres, Burkholderiaet Cupriavidus (Peix et
al.,2015). Cette classification est loin d’étre définitive (Weir, 2016), car on estime que

seulement pres d’un tiers des légumineuses a €té étudié pour leur aptitude a noduler.

La decouverte de nouvelles techniques taxonomique a permis de reclasser les espéces
des rhizobia dans de nouveaux genres. La récente classification est publiée sur le site :

www.bacterio.net.

e Genre Bradyrhizobim

Bradyrhizobium est un genre qui a été décrit pour la premiére fois par Jordan en 1984.
Il comporte des rhizobia a croissance lente. Ainsi, le préfixe Brady signifie lent.
Bradyrhizobium est un genre comportant plusieurs espéces dans la famille des
Bradyrhizobiaceae. I est caractérisé par un grand génome, avec un chromosome d’environ 8
Mb. Bradyrhizobiumjaponicumest la premiere espéce décrite par ce méme auteur Jordan
(1984). D’autres especes ont été decrites par la suite telles que B. elkanii (Kuykendall et al.,
1992), B. valantinum (Duran et al., 2014). Le (tableau I) montre les principales especes de

Bradyrhizobium connues jusqu’a aujourd’hui.

En Algérie et au laboratoire d’écologie microbienne, 1’équipe interaction plante
microorganismes a décrit plusieurs Bradyrhizobiumsp. Isolés a partir de nodules racinaires des
Iégumineuses de tribu Genisteae notamment Retamasphaeocarpa et Retamareatam (Boulila et
al., 2009), Cytisusvillosus(Ahnia et al,.2014), Calicotome(2018), Gensita (2020). Récemment,
cette méme équipe a décrit Bradyrhizobiumalgeriense (Ahnia et al.,2018) qui est une espéce
isolée a partir de Retamasphaerocarpa de Toudja (Béjaia). Ces auteurs indiquent que B.
algériensepeut noduler plusieurs légumineuses de tribu Genisteae (Cytisusvillosus,
Genistanumidica,G.ferox, G.tricuspidata, Calicotome, Spartium, ...etc. Ce qui est un atout pour

les projets de revégétalisation des sols degradés ou pauvres en Algérie.
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Tableau I : principales espéces connues du genre Bradyrhizobium

Genres & especes Plante hote Référence
B.japonicum Glycine max,Genistasp. Jordan, 1984
B. canariense Chamaecytisus,

Vinuesa et al, 2005

B. elkanii Lupines Kuy kendall et al, 1992
o . Xu et al, 1995
B. liaoningense Glycine max
) Ahnia et al, 2018
B.algeriense Retamasphaerocarpa

IVV-Symbiose rhizobia-légumineuse

Le processus d’une symbiose fixatrice d’azote se traduit par la capacité des rhizobia a
induire la formation de nodosités au niveau des racines ou des tiges d’une plante hote
particuliere. A P’intérieur du nodule la bactérie intracellulaire se différencie en bactéroide

capable de fixer I’azote atmosphérique en ammoniac (Lerouge et al., 1990).
IV-1. Langage moléculaire

La symbiose rhizobia—légumineuses est basée sur des interactions moléculaires
complexes, qui controlent le processus de symbiose (Lansing et al., 2003) entre des deux
partenaires rhizobia- légumineuses avec un haut niveau de spécificité d’hote. En effet, cette
spécificité est basée sur un dialogue moléculaire, qu’est un échange de signaux entre les

partenaires symbiotiques. (Lerouge et al., 1990 ; Bergum et al., 2001).

Les travaux de Lansing et al., 2003ont montré que I’infection par rhizobia est controlée

par le géne bacA qui est nécessaire a 1’établissement du nodule.

D’autres travaux indiquent que les rhizobia répondent a des signaux tels que les
flavonoides excrétés par la racine de la plante héte, vont induire en retour I’expression des génes

de la Finodulation(Genenod) (Lerouge et al., 1990, Bergum et al., 2001).
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Figure 8 : Echanges de signaux lors de la mise en place de la symbiose rhizobium/
legumineuse (Soussou, 2013).

IV- 2. Nodulation

Les légumineuses forment une endosymbiose avec des bactéries fixatrices d'azote une
endosymbiose avec des bactéries fixatrices appelées rhizobia dans un processus de

développement soigneusement orchestré appelé nodulation (Guan et al., 2013).

La nodulation est considérée comme la premiére caractéristique de ces associations
qui sont strictement controlées par des mécanismes d'autorégulation interne de la plante héte
(Dhane Fitouri, 2011 ; Khan et al.,2010). Lorsque la nodulation a lieu, le nombre de
nodosités mis en place au sein du systeme racinaire de la Iégumineuse est proportionnel aux

besoins en azote de la plante pour sa croissance (Voisin, 2015).

Sur la base de leur morphologie, leur structure et la durée du fonctionnement du

méristeme nodulaire, les nodules des légumineuses se subdivisent en deux catégories :

> Les nodules indéterminés : Les nodules de type Indéterminé sont formés par les

legumineuses issues de milieux tempérés comme la luzerne, le pois ou le trefle.

Ces nodules se développent a partir des cellules du cortex interne (Vernié, 2008). Il a

un méristéme apical persistant et adopte une forme cylindrique (Coba et al., 2018)
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> Les nodules déterminés : Les nodules de ce type sont formés par des légumineuses
d’origine tropicale comme le soja ou le haricot. Ces nodules déterminés se développent a partir
des cellules du cortex externe et sont caractérises par la présence d’un méristéme persistant
(Vernié,2008). Il a un méristeme latéral qui reste actif pendant quelques jours. Aprés l'arrét de
I'activité méristématique, le nodule se développe par expansion cellulaire et adopte une forme
sphérique (Coba et al., 2018).

IV-3. Intérét de la symbiose rhizobia-légumineuse

Dans des régions ou les sols sont généralement pauvres en azote, la fixation symbiotique
de l'azote est devenue un élément incontournable des politiques de limitation des apports
d'engrais azotés que ce soit pour des raisons économiques, écologiques ou de durabilité de
I'activité agricole (Alkama et al.,2002 ; Jeder et al., 2003). En effet les Iégumineuses cultivées
en association avec leurs symbiotes fixent 40 a 60 millions de tonnes chaque année (Davet,
1996).

V-Effet des facteurs abiotiques sur la symbiose

La survie des rhizobia dans le sol, la formation des nodosités et la fixation de 1’azote
atmosphérique sont des processus trés sensible a I’action directe d’un certain nombre de
facteurs de I’environnement (Guy, 1987). En effet, plusieurs facteurs peuvent interférer avec
les processus d'infection ou de nodulation, ou encore influencer l'activité fixatrice de I'azote

apres symbiose (Collavino et al., 2005 ; Kinkema et al.,2006).
V-1. Effet de la température

La température a un effet sur la symbiose et intervient dans le processus d’infection
des poils racinaires, la différenciation de la bactérie au sein du nodule, la structure et le

fonctionnement nodulaire (Domergue, 2006).

Elle peut également avoir un impact sur la persistance des rhizobia dans 1’inoculum
durant son stockage, leur survie dans le sol ainsi que sur la nodulation et la fixation d’azote
(Graham, 1992).

Il a été rapporté, que les rhizobia sont tolérantes aux basses températures de 1’ordre de

4°C et 5°C. C’est le cas courant chez des rhizobia isolées des régions arctiques (Bordeleau and
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Prévost, 1994). D’autres travaux ont montré que les températures basses extrémes inhibent
I’expression des geénes nod et donc I’infection et la nodulation. A I’opposé, la température
élevée affecte la différenciation des rhizobia en bactéroides ainsi que le fonctionnement de la
nodosité. La température optimale de la fixation d’azote d’une espeéce bactérienne est

généralement corrélée avec la température de 1’habitat normal de cette espece (Zahran, 1999).
V-2. Effet du NaCl

La tolérance des rhizobia a la salinité est plus ou moins variable ou certaines souches
sont inhibées en culture pure a des concentrations en sel de 100 Mm alors que d’autres tolérent
des concentrations supérieures a 400mM (Domergue, 2006).Cependant, il est admis
généralement que la salinité inhibe la fixation symbiotique de 1’azote, au moins en partie, en
limitant le fonctionnement des nodosités par une baisse de leur conductance a la diffusion de
I’oxygene. En plus, dans les régions arides et semi-arides, la salinité est un facteur majeur de la

détérioration du sol qui devient non utilisable pour I'agriculture (Saadallah, et al., 2001).

Les cellules de rhizobia exposées aux concentrations elevees de sel accumulent souvent
des osmolytes organiques protecteurs tels que des acides aminés comme la proline, la bétaine
(et dérivés) et le glutamate ou des carbohydrates comme le saccharose afin de maintenir la

turgescence de la cellule et de limiter les dégats causés par le sel (Domergue, 2006).
V-3. Effet du pH

Les pH extrémes affectent les deux partenaires symbiotiques. La majorité des
Iégumineuses nécessitent des pH neutres ou légérement acides pour établir une symbiose

efficiente dans le sol (Bordeleau et Prévost, 1994).

Il a été rapporté que l'acidité élevée du sol, influence la solubilité des éléments minéraux
et provoque des troubles dans la nutrition minérale ce qui affecte d'une part le développement
de la plante hote, et dautre part I'efficience des rhizobia et engendre par conséquent une
diminution de la nodulation. Alors que le pH alcalin du sol a un effet négatif sur la disponibilité
de certains minéraux tels que le fer et le manganese autant pour le rhizobium que pour la plante
hote (Dhane Fitouri, 2011).

La croissance de rhizobia et de la plante héte est limitée sur les pH extrémes. La majorité

des légumineuses requierent un pH du sol neutre ou légérement acide pour leur croissance
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spécifique lorsqu’elle dépend de la fixation symbiotique d’azote (Zahran, 1999). Cependant,
Les travaux d’El-Hilali, (2006) indiquent que I’alcalinité est moins néfaste sur la survie des

rhizobiums, la majorité des souches peuvent tolérer des pH allant jusqu'a 9.
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Dans cette etude, nous avons recherché I’effet de la température et la salinité sur la
croissance de Bradyrhizobiumsp. isolés de nodules racinaires de quelques légumineuses
appartenant a la tribu Genisteae. Ce travail est effectué au sien de laboratoire d’écologie

microbienne de I’université de Bejaia.
I. Matériel biologique

L’étude a porté sur six (06) souches de Bradyrhizobiumsp. Appartenant a la collection
du laboratoire d’écologie Microbienne de I’université de Béjaia. Le (tableau I1) montre les

legumineuses a partir desquelles ces souches ont été isolées.

A titre de comparaison, nous avons pris deux souches de référence appartenant au méme
genre. Il s’agit de la souche type de Bradyrhizoubiumalgeriese RST89+et de la souche type
PAC68TdeBradyrhizobiumjicamea. Ces deux souches de référence appartiennent au méme
genre que les souches étudiées. En autre, RST89 a été isolée a partir de Retama sphaeocarpa.

Ce qui justifié le choix de ces deux souches de référence.

Tableau I1 : les souches de Bradyrhizobiumsp. étudiées ainsi que les souches de références

Souches Plante hote Références
B. algerienseRST89t Retamasphaerocarpa Ahnia et al.,2018
B. jicamaePAC68T Pachyrizuserosus Ramirez et al., 2009
Casg Calicotonespinosa Salmi et al.,2018
RSA104 Retamareatam Boulila et al.,2009
SSET1s6 Retamareatam Boulila et al.,2009
GTog Genistatricuspidata Boudehouche et al.,2020
SPA24 Spartiumjunceum En cours d’étude
CTO10 Cytisusvillosus Ahnia et al., 2014

I1-Méthodes

I1-1. Revivification des souches

Les six souches concernées par cette étude ainsi que les souches de référence qui étaient

conservées au congélateur -80°C ont été cultivées sur boite Pétri contenant le milieu de culture
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solide (YMA) composé de mannitol et de 1’extrait de levure (voir ’annexe 01). Ces souches

ont été incubées a 28°C pendant 8 jours afin de les revivifier et activer leur métabolisme.

Figure 09 : Aspect de colonies en croissance sur YMA.

11-2. Préparation de Pré-culture

Apreés avoir activé et revivifié la croissance des souches étudiées nous avons pris une
colonie de chaque souche étudiée pour I’ensemencer dans un tube a essai contenant 5 ml de

milieu de culture liquide YMB (annexe 01).

L’incubation a été effectuée a 28°C pendant 7 jours pour les six cultures ainsi que les
deux souches de références. Apres cette période ces cultures sont ensemencées dans des flacons
contenant 100 ml du milieu YMB. Cette série d’ensemencement et d’incubation permet de

préparer la pré-culture.
11-3. Préparation de I’inoculum

L’inoculum choisi pour notre étude est 107 cellules par millilitre. Ainsi, pour préparer
cet inoculum pour les souches de Bradyrhizobiumsp. étudiés ainsi que les deux souches de
référence, nous avons utilisé la cellule de Malassez (figure 10) qui comporte 100 rectangles

d’égales surfaces.

Entre la cellule de Malassez et la lamelle, on dépose une suspension bactérienne puis on

dénombre les bactéries par rectangle et on raméne le résultat obtenu par litre de liquide.
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11-3.1. Identification de la cellule Malassez

C’est une lame quadrillée dont la superficie est de 1 mm cube, donc lors d’un comptage

des cellules sur cette cellule le résultat obtenu exprimé en nombre d’éléments / mm cube.

Elle est faite de 10 carreaux a 1’horizontale sur 10 carreaux verticaux, chaque série de
10 carreaux horizontaux est appelé une bande, elle contient donc 10 bandes horizontales et vise

versa a la verticale.
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Figure 10 : Cellule Malassez
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11-4. Caractérisation physiologique

Dans cette partie, nous avons étudié, I’influence de facteurs abiotiques tels que la
température et le NaCl sur la croissance des six souches et les souches de référence. Pour chaque
expérience une culture cellulaire contenant environ 107 cellules /ml a été utilisée. Le
dénombrement par cellule de Malassez nous a permis de calculer les volumes nécessaires a

inoculer pour avoir le méme inoculum de départ (Tableau Il1).

Apreés inoculation et incubation pendant 8 jours, la croissance des souches a été estimee
par I’absorbance a une longueur d’onde A=630 nm. Trois exemplaires ont été pris en

considération pour chaque test.

Tableau 111 : Volume d’inoculum utilis¢ dans cette étude
Souches Volume (ul)
B.algeriense 160
B.iecamea 140
Casg 130
RSA104 150
SSET16 135
GT29 145
SPA4 160
CTOu1o 145

111 -1. Effet de la température sur la croissance

L’effet de la température sur la croissance des souches de Bradyrhizobiumsp. ainsi que
les souches de référence a été étudié sur milieu YMB réparti dans des tubes a essai a raison de
5 ml. Chaque tube a été ensemencé avec une suspension bactériennede pré-culture. La gamme

des températures choisie est comme suit : 26, 28, 30, 32, 34 et 36°C.
11 -2. Effet du NaCl sur la croissance

L’effet du NaCl sur la croissance des souches a été réalisé dans des tubes a essai contenant 5
ml du milieu YMB. La gamme du NaCl testé est comme suit 100mM, 200mM, 300mM et
400Mm.
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Effet de la température sur la croissance des souches

L’effet de la température sur la croissance des souches, isolées de Genisteaeainsi que
les souches de référence, Sont illustrées dans la figure 12. Ces résultats montrent un
comportement variable vis-a-vis de la température. En effet, la plupart des souches y compris
des souches de référence poussent entre 26 °C et 34 °C. L’optimum de croissance des souches
se situe entre 28 °C et 30 °C pour toutes les souches isolées de nodules racinaires de
legumineuse appartenant au tribu Genisteae. En effet, les souches isolées de Retama SSET16,
RSA104 ainsi que la souche type BradyrhizobiumalgerienseRST89 ont un optimum de
croissance a 28°C et les souches isolées de GenistatricuspdataGT29, de SpartiumSPA24, de
CytisusCTO10 et de Calicotome Ca59 ont un optimum de croissance a 30°C. |l est a signalé
que la souche type Bradyrhizobiumjicamea, n’appartenant pas a la tribu Genisteae, a un

optimum de croissance a 32°C.

Il a été observé qu’a I’exception de SSET16 qui est tres sensible a la temperature de
36°C toutes les souches tolerent cette température. En effet, la souche
Bradyrhizobiumalgeriense, nodulant Retamasphaeocarpa, est la plus tolérante a la température
de 36°C suivit GT29 et de CTO10. La tolérance des souches a des températures élevées est un
atout considérable pour les projets de revégétalisation des sols dégradés des zones arides et
semi-arides (Boulila, 2009).

Les résultats obtenus concordent avec ceux rapportés par Boulila, (2009); Ahnia,
(2015),Salmi (2019) et Boudehouche (2020) qui indiquent que la gamme optimale de
croissance des Bradyrhizobiumsp. isolés des Genisteae se situe entre 28C° et 30C°. En outre,
Le caractére mésophile des rhizobia a été déja signalé dans les travaux de Graham (1992) et
Zahran (1999) qui ont montré que les rhizobia ont un optimum de croissance entre28C° et 32C° et

beaucoup ne peuvent pas se développer a 37°C.

Beaucoup de rhizobia ne se développent pas a des temperatures plus élevées (37C°),
Cloutier et al (1992) a expliqué que cela est di a la déshydratation et la dégradation des
enzymes de la voie métabolique des bactéries. Concernant les températures basses, une
gélification de ’eau cellulaire et I’inactivation des enzymes des bactéries peut se produire. Et
danslecasd’adaptationdecesbactériesauchocthermiquepourraits’expliquerparl’expression  des
protéines de stress thermique HSP (HeatShock Proteins) HSP Cloutier et al (1992). Nous

pensons que la souche type, isolée de Retamasphaerocarpa, BradyrhizobiumalgerienseRST89
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est la seule a réagir positivement au stress thermique a 36°C. En effet, a partir de 32°C sa
croissance diminue ensuite reprend a 36°C. Ce qui pourrait s’expliquer par une adaptation a
cette température élevée. Ceci serait un aout également pour les projets de révégétalisation en

Algérie dans les sols pauvres et ou dégradés des régions arides et semi-arides.
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Figure 11 : Effet de la température sur la croissance des souches testées.

I1.Effet du NaCl sur la croissance des souches étudiées

Apres incubation des souches isolées de Genisteae ainsi que les souches de réference
pendant 08 jours a 28 °C, nous avons obtenu les résultats illustrés dans la (figure 12). Ces
résultats montrent que la croissance de la plupart des souches est affectée par la concentration

du NaCl a I’exception de la souche Ca59 qui tolére méme une concentration de 400mM.

Concernant les souches GT29, CTO10 et SSET16, malgré leur sensibilité au NaCl, elles
continuent de croitre entre 200 et 400 mM. Avec la Ca 59, elles pourraient avoir un intérét

certains dans les projets de revégétalisation des sols salins.

La souche type B.jicamea présente le méme comportement que la souche type
B.algeriense. En effet les deux espéces sont affectées par la salinité. La souche SPA24 semble

la plus sensible a la salinité par rapport aux autres choses.
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Cette sensibilité au NaCl, des souches de Bradyrhizobiumisolées des Genisteaea été déja
rapporté par plusieurs auteurs (Boulila, 2009 ; Ahnia, 2015, Salmi, 2019 et Boudehouche 2020).

Cependant, le caractere halophile a été également signalé chez les isolats d'Acacia, de
Prosopis et de Leucaenaqui tolerent 500 a 850mM de NaCl (Tilak et al., 2005). Ce stress salin
est une contrainte qui provoque la synthése des exopolysacchari des rhizobia qui sont utiles
dans l'adaptation. En outre, d'autres rhizobia s’adaptent aux stress salin par 1’accumulation
intracellulaire des corps organiques de faible poids moléculaire appelés les osmolytes ou

osmoprotecteurs (Zahran, 1999).
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Figure 12 : Effet du NaCl sur la croissance des souches testées.
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Conclusion et perspectives

Dans cette étude, nous avons recherché I’effet de la température et du NaCl sur la
croissance de plusieurs souches isolées de nodules racinaires de Retama, Spartium, Calicotome,
Genista, Cytisus appartenant a la tribu de Genisteae. Deux souches de référence ont été prises

a titre de comparaison.

L’ensemble des résultats montre que la plupart des souches y compris des souches de
référence poussent entre 26 °C et 34 °C. Il est a signalé que la souche type
Bradyrhizobiumjicamea, n’appartenant pas a la tribu Genisteae, a un optimum de croissance a
32°C.

L’espece BradyrhizobiumalgerienseRST89 semble la seule a réagir positivement au
stress thermique de 36°C. Ceci pourrait étre intéressant pour la restauration des sols pauvres et

ou dégradés des régions arides et semi-arides.

Concernant I’effet du NaCl sur la croissance des souches étudiées, la plupart des souches
nodulant Genisteae étudiées sont affectée par NaCl a I’exception de la souche Ca59 qui tolére
méme une concentration de 400mM. En outre la sensibilité de certaines souches au NaCl, elles
continuent de pousser entre 200 et 400 mM. C’est le cas des souches GT29, CTO10 et SSET16.
Avec la Cab9, elles pourraient avoir un intérét certains dans les projets de revégétalisation des

sols salins.
En perspective, il serait intéressant :

- D’élargir cette étude physiologique sur d’autres facteurs abiotiques tels que le pH,
les métaux lourds et les pesticides.

- Elargir cette étude afin de sélectionner des souches performantes nodulant les
Genisteae intéressante pour la restauration des sols dégradés et ou pauvre des régions arides et
semi arides.

- De tester ces facteurs abiotiques sur le couple symbiotique Bradyrhizobium-plante
hote afin de sélectionner le couple symbiotique le plus performant pour les projets de

revégetalisation.
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Annexe | : Composition des milieux de cultures (Vincent, 1970).
Milieu YMA (Yeast Mannitol Agar)

MaNNItol .......cooviiiiiee e 10g¢
Extrait de levure........ccccoovevieiiiiviciies e, 0,49
K2HPOA4, 3H20 ... 0,59
MGSO4, TH20 ..o 0,29
A (O TR 0,1g
AGAT < s 159

Ajusté a pH 6.8
Stériliser a 120°C pendant 20min.
Milieu YMB (Yeast Mannitol Broth)

MaNNItOl .....veeiiie e 10g
EXtrait de IeVUre.........cccoveveiiiie e 0,49
K2HPO4, 3H20 .....cooieieecice e 0,59
MGSO4, TH20......cooeeeeeeeeeeeeeeeee e 0,29
NACK . 01g
Eau distillé.........ccocoviriiie e 11

Ajusté a pH 6.8
Stériliser a 120°C pendant 20 min.



Annexes

Annexe Il : Effet de la température

T°26 T°28 T°30 T°32 T°34 T°36
B.algeriense 0.133 0.364 0.226 0.137 0.146 0.229
B.jicamea 0.161 0.248 0.285 0.293 0.258 0.110
Casg 0.173 0.323 0.340 0.255 0.215 0.191
RSA104 0.153 0.289 0.236 0.214 0.142 0.126
SSET6 0.199 0.214 0.166 0.166 0.121 0.039
GTo 0.170 0.178 0.219 0.188 0.226 0.187
SPA24 0.113 0.234 0.257 0.244 0.200 0.130
CTOqp 0.263 0.224 0.388 0.366 0.245 0.152
Annexe Il : Effet de NaCl
[100] [200] [300] [400]
B.algeriense | 0.160 0.147 0.144 0.127
B.jicamea 0.156 0.157 0.134 0.133
Casg 0.202 0.204 0.216 0.253
RSA 104 0.186 0.183 0.164 0.087
SSET6 0.170 0.258 0.259 0.207
GTog 0.125 0.154 0.182 0.159
SPA 0.078 0.107 0.091 0.111
CTOqo 0.261 0.255 0.221 0.193




Résumé

Dans le cadre de cette étude, nous avons discuté 1I’effet du stress thermique et celui du
stress salin sur la croissance de 6 souches isolées de nodules racinaires de Retama, Spartium,
Calicotome, Genista, Cytisus appartenant a la tribu de Genisteae. Comparés a deux souches de

référence.

Les résultats de cette étude montrent que la plupart des souches arrivent a pousser
entre 26 °C et 34 °C et y en a méme qui tolére a 36°C, le cas de ’espéce
BradyrhizobiumalgerienseRST89, d autre part nous avons la souche type
Bradyrhizobiumjicamea, qui n’appartienne pas a la tribu Genisteae, a un optimum de

croissance a 32°C.

En ce qui concerne ’effet de NaCl sur les souches étudiées, nous avons remarqué que
la plupart des souches sont affectées par le NaCl, En outre la sensibilité de certaines souches au
stress salin, elles continuent de pousser entre 200 et 400 mM. C’est le cas des souches GT29,
CTO10 et SSET16. Et par rapport a la souche Ca59 c’est la qui continue sa croissance a une

concentration de 400Mm.

Mot clé : Bradyrhizobium, symbiose, nodules racinaire, fixation d’azote.

Abstract

In this study, we discussed the effect of heat stress and that of salt stress on the growth
of 6 isolated strains of root nodules of Retama, Spartium, Calicotome, Genista, Cytisus

belonging to the tribe of Genisteae. Compared to two reference strains.

The results of this study show that most strains manage to grow between 26 ° C and 34
° C and some even tolerate at 36 ° C, the case of the species BradyrhizobiumalgerienseRST89,
on the other hand we have the strain Bradyrhizobiumjicamea type, which does not belong to
the Genisteae tribe, at optimum growth at 32 ° C.

Regarding the effect of NaCl on the strains studied, we noticed that most of the strains
are affected by NaCl. Besides the sensitivity of some strains to salt stress, they continue to grow
between 200 and 400 mM. This is the case with strains GT29, CTO10 and SSET16. And

compared to the Ca59 strain, this is where it continues to grow at a concentration of 400Mm.

Keyword: Bradyrhizobium, symbiosis, root nodules, nitrogen fixation



