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IInnttrroodduuccttiioonn  

  
L’azote réduit est un composant intégral des protéines, des acides aminés ainsi que de la 

majorité des autres biomolécules. En conséquence, l’acquisition d’azote métaboliquement utilisable 

est essentielle pour la croissance et la survie de tout organisme. 

Dans les systèmes de production agricole, après l’eau, l’azote est l’élément nutritif qui limite 

le plus la croissance des végétaux. Sa réserve disponible est quasi infinie dans les constituants de la 

nature: atmosphère 3,9.109t ; terre, mers, sédiments marins 24,5.106t ; roches sédimentaires et 

primaires 193,4.109t (Burns et Hardy, 1975). 

La plupart des systèmes de cultures non légumineuses exigent l’apport d’azote, surtout les 

variétés modernes à haut rendement, à cause du déficit en azote sur presque tous les sols, 

particulièrement ceux d’une faible teneur en matière organique et qui ont un rapport élevé de 

carbone/azote. La déficience en azote assimilé par les plantes est résolue par des apports importants 

d’engrais azotés ; en effet, parmi les 142 MT des éléments nutritifs apportés aux cultures, dans le 

monde entier par les engrais minéraux, 85 MT (soit 60%) est à base d’azote (Roy et al., 2006).  

Cependant, cette stratégie (fertilisation chimique) est de plus en plus controversée, du fait du 

prix élevé et en augmentation des fertilisants chimiques, de l’impact de leur fabrication sur le 

réchauffement climatique et des conséquences néfastes sur l’environnement et la santé des 

populations.  

 

Une des solutions alternative consiste à exploiter les facultés naturelles qu’ont développées 

certaines espèces végétales pour s’adapter à des contraintes environnementales. Un exemple 

d’adaptation aux contraintes du sol est donné par les symbioses fixatrices d’azote dont la symbiose 

Légumineuses-Rhizobium est la plus importante du fait de son impact environnemental et agricole. 

Cette symbiose, vieille de 60 millions d’années, confère aux Fabacées, l'aptitude unique parmi 

les plantes de grandes cultures de se nourrir à partir de l'azote de l'air. Elle représente 80% (90. 106 t) 

de la fixation biologique de l'azote et contribue à 25-30% de la consommation mondiale de 

protéines (Vance, 1996). Elle peut fournir jusqu'à 90% de l’azote nécessaire à la plante. Cependant, 

la quantité d’azote fixé est très variable d’une espèce à l’autre et pour une même espèce, car 

l’activité symbiotique est influencée par les souches bactériennes, la plante hôte et les facteurs du 

milieu (Wani et al., 1995).  

  L’intérêt du processus de la fixation biologique de l’azote (FBN) se trouve actuellement 

amplifié par l’exigence permanente d'une agriculture durable et respectueuse de l'environnement.  

  



 

 

 En effet, en plus de sa participation à l'amélioration de la qualité nutritionnelle des tissus 

végétaux, elle permet un enrichissement des sols, par les exsudations racinaires au cours du 

développement de la plante puis lors de la décomposition de ses différents organes. Elle contribue 

ainsi à la protection de l'environnement, en limitant le recours aux engrais chimiques, sources de 

pollution des nappes phréatiques et de la couche d'ozone atmosphérique. 

Dans les écosystèmes méditerranéens, les légumineuses fixatrices d’azote sont les 

composantes clés de la succession naturelle (Zahran, 2001). 

Depuis fort longtemps, les travaux sur les légumineuses ont porté seulement sur la plante, 

l’aspect symbiotique était considéré comme un aspect particulier qui se traitait à part. Dans la 

classification de cette famille, seuls les caractères attribués aux plantes ont été pris en compte et 

aucune coordinance n’a été faite avec les caractéristiques des bactéries fixatrices d’azote qui leur 

sont associées (Abdelguerfi-Louar, 2005). 

 

Les recherches sur la diversité des rhizobia peuvent non seulement améliorer la productivité 

des récoltes et augmenter la fertilité du sol, mais elles sont également importantes pour la 

consommation de l'énergie et pour la protection de l'environnement (Weiwei et al., 2002).  

Dans la dernière décennie, les légumineuses spontanées et leurs symbiontes ont attiré 

l'attention des écologistes en raison de leur tolérance aux conditions environnementales extrêmes, 

telles que la salinité, la sécheresse et les températures élevées (Zahran, 2001 ; Moschetti et al., 

2005). 

Cette caractéristique est très importante pour le Bassin Méditerranéen dont les légumineuses 

fourragères occupent une place économique et sociale importante, en particulier, dans sa rive Sud 

où la production fourragère se base particulièrement sur les ressources naturelles (Abdelguerfi-

Louar, 2005).  

En Algérie, où le déficit fourrager est important, le genre Hedysarum, bien représenté, 

constitue un patrimoine phytogénétique performant pour la production de fourrage,  la protection 

des sols contre l'érosion, et la valorisation des parcours dégradés (Abdelguerfi-berrekia et 

Abdelguerfi, 1986 ; Abdelguerfi et Abdelguerfi-Berrekia, 1987). En effet, parmi les dix espèces 

méditerranéennes, neuf espèces sont rencontrées en Algérie (Abdelguerfi-Berrekia et al., 1991) 

dont certaines sont typiques des zones arides et semi-arides (Abdelguerfi-berrekia,1985). 

La diversité de ce genre en Algérie, d’une part, et sa large adaptation aux conditions édapho-

climatique, d’autre part, suggère que notre pays constitue un réservoir de variabilité considérable 

qui offre de grandes possibilités d’exploitation du matériel végétal autochtone afin de créer des 

variétés plus productives et mieux adaptées. 

Beaucoup de travaux ont été réalisés sur l’autoécologie, l’identification, la caractérisation de 

ce genre, mais le deuxième protagoniste associé à la relation symbiotique, le rhizobia, reste 



 

 

pratiquement assez méconnu en Algérie. Pour les espèces H. aculeolatum, H. flexuosum et H. 

capitatum aucune étude rapportant la diversité des rhizobia associés à ces légumineuses n’a été 

jusque là effectuée en Algérie.  

Dans cette optique, notre étude porte sur la création d’une collection algérienne de souches 

de rhizobiums, provenant de différentes espèces du genre Hedysarum sur laquelle une étude de la 

diversité génétique a été entreprise, portant sur : 

- Une caractérisation phénotypique des souches vis-à-vis de certaines contraintes 

abiotiques (salinité, stress hydrique, température et pH) ;  

- Une caractérisation moléculaire des souches par l’utilisation des rep-PCR. 

 

Notre travail s’inscrit dans le cadre du projet international (PERMED), initié par sept pays 

du Bassin Méditerranéen et financé par l’Union Européenne, intitulé : « Amélioration des plantes 

fourragères locales pour la durabilité des systèmes agricoles Méditerranéens ».  
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I. Fixation biologique de l’azote 
 
L’azote est un élément très important, du part, de point de vue quantitatif, puisque il représente 

2 à 4% du poids sec des tissus végétaux et, d’autre part, du point de vue qualitatif, parce qu’il entre 

dans la composition de beaucoup de biomolécules importantes : 

 

 La chlorophylle (pigment absorbant la lumière, photosynthèse) contient 4 atomes d’azote (N) ; 

 Toutes les protéines (structurelles et enzymatiques) consistent en des chaînes d’acides aminés 

(la fonction amine est NH2) ; 

 La base d’adénine, le constituant principal de l’adénosine triphosphates (ATP), contient de 

l’azote ;  

 Dans les acides nucléiques (ADN, ARN), les bases azotées (adénine, thymine, cytosine, 

guanine et uracile) qui forment le "code génétique" contiennent de l’azote. 

 

L'atmosphère est constituée à 78% par l'azote moléculaire (N2), il représente une réserve 

pratiquement illimitée d'environ 4.1015 tonnes (Bogusz et Franche, 1985). Son nom qui signifie "sans 

vie" provient de sa faible réactivité chimique. Malgré sa grande disponibilité, peu d'organismes ont la 

capacité d'utiliser directement l'azote moléculaire comme source d'azote.  

Dans les systèmes de production agricoles, après l’eau, l’azote est l’élément nutritif le plus 

déficient. Ceci est en apparente contradiction avec les très larges quantités d'azote existant sur terre, 

dans les roches, les sédiments et dans l'atmosphère. En fait, la plupart de cet azote est difficilement 

accessible pour les plantes car elles ne peuvent absorber cet élément que sous ses formes combinées 

minérales [nitrate (NO3
-) ou d'ammonium (NH4

+)]. Cependant, ces formes minérales représentent 

habituellement moins de 5% de l'azote total dans la plupart des sols (Duchauffour, 1979 ; Roy et al., 

2006), et elles se trouvent essentiellement dans la solution du sol et une petite quantité de NH4
+ 

adsorbée aux sites d’échange cationique sur les colloïdes du sol. Très peu de N est libéré des minéraux 

du sol.  

Dans l’agriculture conventionnelle, la plus grande partie de l’azote minéral vient des engrais 

dissouts avec une contribution de minéralisation de l’azote organique dans le sol.  

La teneur en azote des plantes est de l'ordre de 2 à 4% par rapport au poids sec (Mengel et 

Kirkeby, 1982 ; Roy et al., 2006). Quand cette teneur est inférieure à 1%, des symptômes de carence 

apparaissent sur la plupart des plantes. Chez les bactéries cette teneur peut atteindre 15 %. 

Pour son incorporation dans les molécules biologiques nous distinguerons deux processus : la 

fixation biologique, apanage uniquement des microorganismes fixateurs, et la fixation non biologique 

portant sur l’azote minéral. 
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Quelle que soit sa forme initiale, l’azote est converti en ammoniac ou en ion ammoniac qui est 

transformé en fonction amine ou amide. 

La fixation biologique de l'azote est, sur terre, le second plus important processus biochimique 

après l’assimilation du CO2 (la photosynthèse). Elle assure la réduction enzymatique de N2 (azote 

moléculaire) en azote ammoniacal, ou ammoniac (NH3) : cette forme de N combiné, appelée 

intermédiaire-clé, représente la fin de la réaction de fixation et le début de l'incorporation de l'azote 

fixé dans le squelette carboné (Fig. 1). 

 

 
Figure 1: Mécanisme moléculaire de la réduction de l’azote atmosphérique en ammoniac par la Nitrogénase. Le flux 

d’électrons est orienté de gauche à droite (Godfroy, 2008). 
 

A l’échelle de la planète, la fixation biologique annuelle de l’azote est estimée de 120 à 180 

MT/an (Freibeg et al., 1997) dont la participation des systèmes symbiotique est de 120 MT soit plus 

du double de l’apport dû aux bactéries libres (Paul et Clark, 1989).  

La fixation biologique de l’azote est très importante pour fournir l’azote disponible pour les 

plantes dans les systèmes naturels et dans les régions agricoles où l'engrais synthétique est trop cher ou 

non disponible.  

 Ce processus est comparable à celui de la photosynthèse qui permet de produire des substances 

glucidiques à partir du gaz carbonique (CO
2
) de l'atmosphère. Mais, alors que la photosynthèse est le 

fait de tous les végétaux (sauf les végétaux saprophytes), la fixation de l'azote atmosphérique est 

exclusivement destinée à certaines plantes, réalisée en symbiose ou non par certains organismes 

procaryotes. 

Ces organismes procaryotes produisent une enzyme, la nitrogénase : elle permet de réaliser la 

synthèse de l'ammoniac qui est une réduction fortement endothermique de N
2 

en NH
3
, dans les 

conditions du sol, alors que les procédés industriels de Haber-Bosch (1910) requièrent une température 

de 500 °C et une pression de l'ordre de 300-400 atmosphères.  
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I.1. Mécanisme de la fixation biologique de l’azote 

 

La fixation biologique de l'azote atmosphérique est catalysée par un complexe enzymatique 

appelé complexe nitrogénase (Fig. 1). Ce complexe enzymatique a été mis en évidence uniquement 

chez des procaryotes (Eubactéries et Archaea). La réaction globale catalysée est la suivante : 

N2 + 8 H+ + 8é + 16 ATP                    2 NH3 + H2 +16 ADP +16 Pi 

Le complexe nitrogénase peut également réduire les protons en dihydrogène ou encore 

l'acétylène (C2H2) en éthylène (C2H4) quand les organes fixateurs d'azote sont incubés dans une 

atmosphère contenant au moins 10% de C2H2 (Garrett et Grisham, 2000). 

La source première de l’énergie utilisée dans la fixation de l’azote est constituée des glucides 

produits par la plante hôte au cours de la photosynthèse (Hopkins, 2003). 

Le complexe nitrogénase le plus étudié comprend deux composantes metalloprotéiques : une 

ferroprotéine (protéine Fe) et une ferro-molybdo-protéine (protéine FeMo). Il peut représenter jusqu’à 

5% des protéines cellulaires (Garrett et Grisham, 2000). Les gènes qui codent ces deux protéines et 

les autres protéines nécessaires à la réaction ou à sa régulation sont groupés dans un même opéron 

appelé nif (pour Nitrogen Fixation) (Svistoonoff, 2003). La protéine Fe est une réductase (encore 

appelée nitrogénase 1), et est composée d’un homo-dimère de 64 kDa codé par le gène nifH, c'est le 

composant donneur d'électrons, il contient le site de liaison de l’ATP (Halbleib et Ludden, 2000). 

Pour chaque électron récupéré du donneur et cédé à la nitrogénase 2 (la protéine MoFe), il y a 

consommation de 2 liaisons phosphates riches en énergie (2 ATP). La protéine MoFe (nitrogénase 2) 

est un tétramère de 230 kDa codé par les gènes nifD et nifK ; elle contient le site réducteur du substrat 

(Svistoonoff, 2003). Chaque protéine MoFe contient deux ions molybdène sous la forme d’un 

cofacteur fer-molybdène-soufre (Fe-Mo-Co)  (Hopkins, 2003).  

D’après Svistoonoff (2003), les électrons transférés par la protéine Fe et la protéine FeMo 

proviennent : (i) de NADH,H+ ou/et FADH2 fournis par les processus cataboliques (cycle de Krebs, 

oxydation des acides gras, etc), (ii) de la ferrédoxine ou/et de NADPH,H+ formé au cours de la 

photophosphorylation acyclique. 

Le cycle commence avec la liaison d'une molécule d'ATP à la protéine Fe réduite, ce qui 

provoque un changement conformationnel et permet le transfert d'un électron de la protéine Fe à la 

protéine FeMo. L'hydrolyse d'un ATP est couplée à ce transfert. Le complexe se dissocie ensuite, la 

protéine Fe est alors réduite par un donneur d'électrons (ferrédoxine ou flavodoxine) et l’ADP est 

échangé contre un ATP. Le cycle est répété jusqu'à ce que suffisamment d'électrons soient transmis à 

la protéine FeMo ce qui lui permet, par l'intermédiaire du molybdène de les transférer au diazote ce qui 

produit de l'ammoniac (Halbleib et Ludden, 2000).  

La nitrogénase est une enzyme relativement peu active qui transfère au maximum 12 paires d’électrons 

par seconde et par molécule d’enzyme, cela signifie que l’enzyme ne réduit que trois molécules 
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d’azote par seconde. Comme cette activité est très réduite, les bactéries fixatrices d’azote contiennent 

une grande quantité de nitrogénase, ce qui leur permet de disposer suffisamment d’azote réduit pour 

leur croissance (Garrett et Grisham, 2000). 

La formation de l’ammoniac s'accompagne toujours de celle d'hydrogène gazeux. Cette activité 

hydrogénase constitue une perte d’énergie qui réduit l’efficacité de la nodosité car 25 à 30% d’ATP et 

des électrons fournis à la nitrogénase peuvent être consommés par la production d’hydrogène 

(Hopkins, 2003).  

Il existe des bactéries fixatrices d’azote telle que Bradyrhizobium possédant une enzyme 

oxygène-dépendante, nommée hydrogénsae (Hup
+), membranaire permettant de recycler l’hydrogène 

produit par la nitrogénase afin d’améliorer l’efficacité des nodosités (Qubit, 1999 ; Halbleib et 

Ludden, 2000). Cela résulte du couplage de l’oxydation de H2 et de la production d’ATP. Les 

électrons libérés sont reversés dans le pool de réducteurs de la nitrogénase (Hopkins, 2003). Le gène 

Hup permettant le recyclage de l’hydrogène est beaucoup plus fréquent dans les associations 

symbiotiques à Frankia que dans celles à Rhizobium (Davet, 1996). 

Le complexe nitrogénase est extrêmement sensible au dioxygène qui l'inactive de manière 

irréversible, même lorsque la pression partielle de ce gaz est très réduite (0,01atm), alors que l’énergie 

requise pour la fixation de l’azote implique une activité respiratoire aérobie chez les bactéroïdes. Des 

mécanismes biologiques plus ou moins élaborés ont été développés par les fixateurs d’azote pour 

protéger l'enzyme de l'oxygène (Halbeib et Ludden, 2000) : 

 La vie en anaérobie, comme dans le cas de Clostridium ; 

 La respiration intense (rapide) des bactéroïdes empêche l’accumulation d’oxygène, et diminue 

son taux intra-nodulaire (Azotobacter) (Davet, 1996) ; 

 L’existence d’une barrière, gangue muqueuse de nature polysaccaride, au niveau des cellules 

internes du cortex nodulaire empêche la diffusion libre d’oxygène dans la cellule, c’est le cas 

de Beijerinckia (Davet, 1996) ; 

 Sa localisation, chez l’hôte, dans une structure anatomique qui sert de barrière à sa diffusion 

(Blondeau, 1980 ; Halbeib et Ludden, 2000). Par exemple, les cyanobactéries sont capables 

de fixer l'azote tout en produisant activement de l'oxygène par la photosynthèse. La 

particularité des cyanobactéries est de séparer les deux métabolismes, fixation de l'azote et 

photosynthèse, dans deux types de cellules distinctes. Les cellules qui fixent l'azote sont 

appelées hétérocystes et sont dotées d'une paroi plus épaisse qui contribue à isoler la 

nitrogénase de l'oxygène ambiant ;  

 La synthèse d’une protéine spécifique, léghémoglobine, hémoprotéine analogue à 

l’hémoglobine de notre sang, dont la partie « globine » est synthétisée par la plante et la partie 

« hème » par le Rhizobium. Cette protéine capte l’oxygène avec une très haute affinité, et le 
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distille en petite quantité aux bactéroïdes (Vargas et al., 1996) selon un dosage critique 

préservant l’intégrité de la nitrogénase (Pelmont, 2005). Elle est localisée dans les cellules 

hôtes infectées par les bactéroïdes, et peut constituer jusqu’à 30% des protéines de cellule hôte 

et conférer au nodule une couleur rose (Hopkins, 2003). 

  

La fixation de l'azote est un processus très coûteux en énergie ce qui impose une régulation. La 

transcription des gènes nif est réprimée par l'ammonium (NH4), et aussi par le dioxygène, qui rend la 

fixation impossible en inactivant la nitrogénase (Garrett et Grisham, 2000 ; Svistoonoff, 2003). La 

répression des gènes nif par l’ion NH4, le produit de la fixation de l’azote, est une façon simple et 

efficace d’inhiber la fixation quand le produit de celle-ci n’est plus nécessaire (Garrett et Grisham, 

2000). Certains diazotrophes régulent également la fixation au niveau post-traductionnel en inactivant 

le complexe enzymatique dès que des quantités suffisantes d'ammonium sont présentes ou quand la 

quantité d'ATP disponible devient insuffisante (Garrett et Grisham, 2000 ; Halbleib et Ludden, 

2000). Les bactéries symbiotiques fixatrices d’azote peuvent consommer près de 20% de l’ATP 

produite par la plante hôte (Prescott et al., 2003). 

 

I.2. Systèmes et organismes fixateurs d’azote 

 

La fixation d’azote est l’apanage du domaine des procaryotes simplement parce qu’ils 

possèdent un complexe enzymatique, nommé Nitrogénase, qui catalyse la réduction de l’azote en 

ammoniac. Malgré cette simplicité apparente, la fixation biologique de l’azote est en fait un processus 

biochimique et physiologique complexe (Hopkins, 2003). 

Les procaryotes qui fixent l’azote, appelés : organismes diazototrophes ou fixateurs d’azote, 

présentent une large diversité. Cependant ils sont incapables étant isolés de fixer l’azote à cause de son 

coût énergétique élevé (les diazototrophes doivent utiliser, pour réduire une molécule d’N2, 16 ATP 

sans compter les autres dépenses énergétiques consenties pour ses autres fonctions) (Streeter, 1993). 

Trois systèmes de fixation biologique de l’azote sont à distinguer chez les plantes.  

 
I.2.1. Le système libre 

 

Ce système est composé de bactéries fixatrices d’azote atmosphérique vivant à l’état libre dans 

le sol (Azotobacter, Clostridium, Klebsiella,…) sans être en contact avec les plantes. Les microbes 

responsables de cette fixation libre sont majoritairement des cyanobactéries cyanophycées dépourvues 

de plastes, des bactéries photosynthétiques ainsi que des bactéries hétérotrophes (Reddy et Ladha, 

1995). La quantité totale d’azote fixée annuellement par les bactéries libres représente environ 50 MT 
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(Paul et Clark, 1989), mais elle ne couvre que 16 à 20% du besoin total de la plante en azote (Zhu et 

al., 1984). 

 

I.2.2. Le système associatif ou semi-symbiotique 

 

Ce système englobe toutes les bactéries diazotrophes vivant en étroite association avec la plante 

hôte (la rhizosphère, le rhizoplan, voire même les tissus racinaires) et fixant directement l’azote sans 

être transformées en bactéroïdes. Ils sont également qualifiés de fixateurs non symbiotiques (Tilak et 

al., 2005).    

Une espèce très étudiée, Azospirillum brasilense, colonise les rhizosphères de plantes telles que 

les céréales cultivées et diverses monocotylédones tropicales.  

Ce système peut atteindre des niveaux de fixation de l’ordre de 50 à 100 kg N/ha/an. 

 
I.2.3. Le système symbiotique 

 

Ce système, communément qualifié de symbiose fixatrice d’azote, est constitué de deux types 

de symbiose :  

Type 1 : Symbiose non nodulaire 

Ce type d’association symbiotique ne provoque pas la formation de nodules. Il inclut les 

Cyanobactéries, du genre Anabaena et Nostoc, associées à des fougères aquatiques (Azolla) et à des 

gymnospermes (Cycadales) (Hill, 1992). 

 
Type1 : Symbiose nodulaire 

Ce type de symbiose est marqué par la formation d’un véritable nouveau organe, plus ou moins 

évolué (poches, nodules,…), qui permet des échanges intimes entre le macrosymbiote ou l’hôte, qui est 

la plante, et le microsymbiote, la bactérie. 

Deux groupes de végétaux forment des symbioses nodulaires avec des bactéries diazotrophes: 

les légumineuses qui s'associent aux rhizobia et les plantes actinorhiziennes du genre Casuarina et 

Alnus, dont les partenaires symbiotiques sont des bactéries Actinomycètes du genre Frankia. 

La symbiose Rhizobium-légumineuses serait à elle seule responsable de la fixation d’environ 

50% d’azote fixé biologiquement par an (Trinchant et al., 1997). Broughton et Perret (1999) la 

considèrent comme le système symbiotique le plus évolué car chacun des acteurs de cette association a 

développé une voie de métabolisation capable de capter une substance inorganique présente dans 

l’atmosphère, et de la transformer en éléments assimilables, subvenant à des besoins 

complémentaires : la bactérie, par la voie diazotrophe, assure la couverture mutuelle des besoins en 

matières azotées; et la plante, par la photosynthèse, assure la couverture des besoins énergétiques. 
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La symbiose entre les rhizobia et les légumineuses est la plus intéressante car en plus du niveau 

de fixation qui est très élevé, elle concerne un groupe de plantes très important pour l’homme, les 

légumineuses.  

 
Selon Drevon (1992), les symbioses avec nodosités sont des systèmes fixateurs plus efficaces 

que les bactéries libres et que les systèmes associatifs pour les raisons suivantes: (i) elles ont une 

structure interne pour l’approvisionnement en photosynthétats ; (ii) la structure nodulaire protège le 

microorganisme contre la compétition d’autres microorganismes ; (iii) elles ont un système efficace 

pour le transfert des produits de la fixation vers les parties de la plante hôte. Les systèmes associatifs 

ou libres au contraire ne fixent l’azote que lorsque les conditions externes d’environnement le 

permettent. 
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II. La symbiose Rhizobium-Légumineuse  
 

Les plantes de la famille des légumineuses présentent l’énorme avantage par rapport aux autres 

plantes de pouvoir s’associer à des bactéries du sol communément appelées rhizobiums (Fig. 2). 

Cette association se caractérise par la formation d’un petit organe particulier situé au niveau des 

racines, le nodule (ou nodosité), au sein duquel les bactéries, grâce à leur activité nitrogénase, fixent 

l’azote atmosphérique et transfèrent celui-ci à la plante sous une forme combinée assimilable. En 

contrepartie, la plante fournit à son symbiote une niche écologique et les éléments nutritifs issus de la 

photosynthèse, nécessaires à son métabolisme.  
 

 

Figure 2: Schéma des échanges entre les partenaires de la symbiose Rhizobium-Légumineuse (Lindström et al., 2002). 
 
 
II.1. Le macrosymbiote: les légumineuses  
 

Les plantes qui établissent des symbioses fixatrices d'azote avec les rhizobia appartiennent 

toutes à la superfamille des Fabacées (=Légumineuses) à l'exception de Parasponia tomentosa qui 

appartient à celle des Ulmacées (Svistoonoff, 2003). 

Les Fabaceae constituent la troisième superfamille par ordre d’importance chez les 

angiospermes. La famille des Fabacées comprend 17000 à 19000 espèces (de Lajudie et al., 1998a) 

réparties en 650 genres (Sprent , 1995 ; Renier, 2008), ce qui la place en seconde position derrière les 

Poaceae en termes de diversité (Renier, 2008). Répandue sur tout le globe, sauf les îles glacées de 

l’Antarctique, cette famille très diversifiée est subdivisée en trois sous famille : les Mimosoideae, les 

Caesalpinoideae et les Papilionoideae : 

 

 La sous-famille des Caesalpinoideae, comprenant environ 150 genres et 2200 espèces, 

rassemble principalement des arbres ou arbustes retrouvés en régions tropicales et 
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subtropicales. Seules 23% des espèces de cette sous-famille sont connues pour être nodulées 

par les rhizobia (Godfroy, 2008) ; 

 La sous-famille des Mimosoideae rassemble surtout des arbres et des arbustes des régions 

tropicales et subtropicales. Cette sous-famille possède plus d'une soixantaine de genres et 

environ 2500 espèces, dont la majorité (90%) sont nodulées (Godfroy, 2008 ; Kamal et al., 

2009) ;  

 Enfin, les Papilionoideae représentent la sous-famille la plus diverse avec environ 430 genres 

et plus de 12000 espèces (Renier, 2008), dont 97% des espèces sont connues pour être 

nodulées par les rhizobia (Godfroy, 2008).  

 
Malgré l’importance numérique de la famille des légumineuses reconnue en botanique, moins de 

100 espèces sont utilisées en agriculture (Burton, 1979) et seulement 2800 espèces ont été examinées 

pour la nodulation racinaire ou caulinaire (de Lajudie et al., 1998a), ce qui représente environ 20% du 

total des espèces et 57% de 650 genres des plantes légumineuses (Sprent, 1995).   

L’intérêt des légumineuses réside dans leur teneur élevée en protéines de haute valeur nutritive 

en complément de celle des céréales, et elles jouent aussi un rôle important dans les systèmes de 

cultures en contribuant à l’amélioration de la fertilité du sol par les reliquats d’azote qu’elles laissent, 

et en font ainsi un excellent précédent cultural.  

Parmi les légumineuses, les espèces du genre Hedysarum, appartenant à la tribu des Hédysarées 

dans la sous-famille des Papilionoideae, grâce à leur qualité fourragère et leur capacité à améliorer la 

fertilité des sols par la fixation de l’azote atmosphérique, peuvent être exploitées dans la valorisation 

des régions dégradées, surtout dans les zones arides et semi-arides (Boussaid et al., 1995 ; Hannachi-

Salhi et al., 2002). Elles fournissent une approche alternative utilisable pour valoriser et augmenter les 

ressources phytogénétiques (Trifi-Farah et Marrakchi, 2000). Comparé aux différents genres des 

trifoliées, ce genre ne présente pas de grandes difficultés dans la classification des unités taxinomiques 

(Abdelguerfi-Laouar et al., 2002). Il renferme plus de 100 espèces (Squartini et al., 2002) annuelles 

ou pérennes, diploïdes ou tétraploïdes, autogames ou allogames (Baatout, 1991 ; Boussaid et al., 

1995). Il présente une vaste aire de distribution: Europe tempérée, Afrique du Nord, Asie mineure, 

Siberie, Amérique du Nord et dans les régions arctiques (Squartini et al., 2002 ; Issolah et al., 2006). 

Les espèces de ce genre sont rassemblées dans deux groupes distingués par leur morphologie, leur 

système de reproduction, leur caryotype et leur origine géographique (Issolah et al., 2006). Le premier 

groupe inclus les espèces alpines, arctiques et asiatiques dont le nombre chromosomique de base est 

X=7 (2n=2x=14), et le second groupe, d'origine Méditerranéenne, est défini par un nombre 

chromosomique de base X=8 (2n=2x=16) (Quezel et Santa 1962 ; Boussaid et al., 1995 ; Issolah et 

al., 2006). Dans le dernier groupe, les peuplements sont caractérisés par une protandrie marquée et 

sont exploités en pâture. Leurs graines, qui se ressèment naturellement, favorisent leur utilisation pour 
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la protection des sols. Ils couvrent une large aire de répartition qui s’étend en Afrique du Nord de 

l’étage humide, au nord, à l’étage saharien supérieur, au sud (Trifi-Farah et al., 1989 ; Abdelguerfi-

Berrekia et al., 1991 ; Boussaid et al., 1995). Le groupe méditerranéen compte dix espèces 

(Abdelkefi et Marrakchi, 2000 ; Hannachi-Salhi et al., 2002):  

 

 Les espèces diploïdes: H. coronarium L. ; H. carnosum Desf. ; H. spinosissimum L. avec les 

deux sous-espèces subsp. capitatum Desf. et subsp. euspinosissimum Briq ; H. flexuosum L. et 

H. aculeolatum Munby [subsp. micranthum (Batt) Maire et subsp. mauritanicum (Pomet) 

Maire].  

 Les espèces di-tétraploïdes: H. pallidum Desf. ; H. naudinianum Coss et H. perrauderianum 

Coss.  

 Les espèces H. humile L. ainsi que H. membranaceum Coss et Bal ne sont pas définies du point 

de vue caryologique. 

 

Dans les pays maghrébins (Algérie, Tunisie et Maroc) les espèces du genre Hedysarum sont 

caractérisées par une diversité considérable qui concerne aussi bien la morphologie que les aires de 

répartition de leurs peuplements. Toutefois, elles sont menacées par une érosion génétique 

incontestable comme en témoigne l’extinction de H. humile et H. flexuosum en Tunisie (Ben Fadhel et 

al., 1997) et la raréfaction de H. naudinianum , H. perrauderianum, H.humile, H. Carnosum et H. 

pallidum en Algérie (Abdelguerfi-Berrekia et al., 1991).  
 

 
 

Figure 3: Les espèces du genre Hedysarum étudiées.  
A. H. Coronarium (http://lh5.ggpht.com) ; B. H. spinosissimum subsp. capitatum (http://www.florealpes.com). 
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Cette érosion serait accélérée par l’exploitation des cultures, le surpâturage, la dégradation des 

sols ainsi que les changements climatiques. Par ailleurs, il semble que cette érosion soit 

particulièrement accentuée au Maroc et, à un degré moindre, en Tunisie. L’Algérie paraît moins 

affectée par cette érosion (Hannachi-Salhi et al., 2002).  

En Algérie, le genre Hedysarum comprend dix espèces annuelles ou pérennes, certaines sont 

endémiques (H. naudinianum Coss et H. perrauderianum Coss) et parfois très localisées (H. 

perrauderianum). Elles poussent rarement ensemble sur même point géographique dont la 

pluviométrie et l’altitude demeurent les facteurs les plus importants dans leur distribution, par 

conséquent, il semble que chaque grande région géographique soit caractérisée par une espèce de 

Hedysarum particulière (Abdelguerfi-Berrekia et al., 1991). 

 

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés aux quatre espèces qui sont : H. coronarium 

L.; H. flexuosum L.; H. aculeolatum Munby et H. spinosissimum subsp. capitatum Desf. que nous 

appellerons dans cette thèse, par commodité, H. capitatum. 

 
II.1.1. Hedysarum coronarium  
 

Hedysarum coronarium L. (Fig. 3A) également appelé sulla ou sainfoin d’Espagne, récemment 

reclassée par Choi et Ohashi (2003) comme Sulla coronaria (L.) Choi & Ohashi, est une plante 

d’origine du Bassin Méditerranéen (Villax, 1963), diploïde d’un nombre chromosomique de base X=8 

ou X=9 (Issolah et al., 2006), préférentiellement allogame avec un faible degré d’autogamie estimé à 

10% (Louati-Namouchi et al., 2000). C’est une espèce bisannuelle à puissant système racinaire de 

type pivotant (Lapyronie, 1982) ou annuelle, selon les conditions du milieu (Boussaid et al., 1995 ; 

Abdelguerfi et Laouar, 2002). Elle présente des tiges ascendantes, cylindriques, assez grosses, 

ordinairement glabres et plaines. Ses feuilles imparipennées (Villax, 1963) sont composées de 3 à 5 

paires de folioles ovales, grandes (2-4 X 1-2,5 cm). Les fleurs, d'un rouge vif et parfois blanches, sont 

longues de 14-20 mm en grappes allongées, denses et longuement pédonculées (20-80mm). Le fruit est 

une gousse droite, large de 4-5 mm, à articles couverts d'aiguillons (Quezel et Santa, 1962). Le sulla 

présente un exemple intéressant des espèces à utilisation multiple (Sulas et al., 1997 ; Bullitta et 

Sulas, 1998) à cause de ses nombreuses caractéristiques tant sur le plan biochimique qu’agronomique. 

H. coronarium est la seule espèce de son genre qui a été domestiquée, elle est utilisée comme fourrage 

dans plusieurs pays, particulièrement en Espagne, en Italie et en Afrique du nord. (Boussaid et al. 

1995 ; Abdelkefi et Marrakchi, 2000 ; Trifi-Farah et Marrakchi 2000 ; Hannachi-Salhi et al., 

2002). Sa domestication date de la fin du XVIIIème siècle en Italie et en Sicile (Restuccia, 1976). A 

l’état spontané, cette espèce se localise sur des sols argilo-limoneux bien drainés des zones 

méridionales de la moitié occidentale du bassin méditerranéen (Hannachi-Salhi et al., 2002 ; Trifi-

Farah et al., 2004). Elle pousse en Algérie Orientale, Espagne Méridionale, en Italie, au Nord et au 



II. La symbiose Rhizobium-Légumineuse 
 

 15

Centre du Maroc, Malte, Sicile, Sardaigne et en Tunisie et semble même exister en Grèce et en Egypte 

(Boussaid et al., 1995 ;  Hannachi-Salhi et al., 2002).  

En Algérie, H. coronarium est une espèce très commune dans les broussailles et les pâturages 

des terrains argileux, dans le Tell constantinois, mais très rare ailleurs (El Kantara, Alger, Oran) 

(Quezel et Santa, 1962). D’après Abdelguerfi-Berrekia et al. (1991), cette espèce semble se limiter 

au Nord-Est du pays et parait étroitement localisée sous les effets de facteurs pédologiques et 

climatiques à la fois. Elle ne se trouve que sous des pluviométries supérieures à 450 mm, sur les sols 

lourds des régions bien arrosées, à des altitudes variables (inférieures à 460 m), d’une texture fine à 

moyenne, à conductivité très faible à moyenne, généralement pauvres en potassium et en calcaire total. 

Malgré que H. coronarium présente une adaptation à nos conditions pédoclimatiques, sa culture 

reste toujours restreinte. En petite Kabylie, une pratique courante des agriculteurs consiste à préserver 

des populations naturelles qui, en se ressemant d’année en année, finissent par constituer de véritables 

prairies où le sulla est fauché et mis en bottes (Hannachi-Salhi et al., 2002). 

 

II.1.2. Hedysarum flexuosum  
 

Hedysarum flexuosum L. (Fig. 3B) est une espèce diploïde (2n=16), annuelle, 

préférentiellement allogame (Hannachi-Salhi et al., 2002), d’une aire de répartition limité au sud de la 

péninsule Ibérique et à l'Afrique du Nord (Abdelkefi et Marrakchi, 2000). Cette espèce, dont le 

développement végétatif est hivernal (Abdelkefi et Marrakchi, 2000), présente un appareil végétatif 

qui rappelle celui de H. coronarium avec néanmoins une pilosité plus importante et une plus grande 

robustesse des tiges (Hannachi-Salhi et al., 2002).   

Elle est caractérisée par des gousses généralement très flexueuses et des petites fleurs pourpre-

violacé, de 8-12 mm, en grappes denses très allongées dont la carène est très arrondie dans sa partie 

dorsale (alors qu’elle forme un angle net chez les autres espèces). Ses feuilles à 2-3 paires de folioles 

grandes presque orbiculaires (Quezel et Santa, 1962 ; Hannachi-Salhi et al., 2002).  

En Algérie, H. flexuosum est une espèce du centre Nord du pays qui se développe sous les 

étages humide et sub-humide, d’une pluviométrie élevée (supérieure à 550 mm), à des altitudes 

moyennes (jamais au dessus de 600 m), le plus souvent sur des sols de pente très prononcée, peu 

caillouteux, riches en limons, pauvres en sable, de texture très fine à fine, de pH compris entre 6,2 et 

8,1, pauvres en potassium et en phosphore. Elle est plus rare sur les sols ayant une teneur de plus de 

25% de calcaire total (Abdelguerfi-Berrekia et al., 1991). 

Une diversité de ports, au sein de l’espèce, est révélée par l’existence de types morphologiques 

prostré et érigé (Ben Fadhel et al., 1997). Elle est en étroite relation avec l’altitude car, selon 

Abdelguerfi-Berrekia (1985), les populations de faibles altitudes sont caractérisées par un port érigé 

(port dressé ou orthotrope) alors que celle d’altitudes plus élevées ont un port prostré (port rampant ou 
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plagiotrope). Cette diversité de port présente une adaptation écologique des populations ; à des 

altitudes élevées, le port rampant est idéal pour assurer une protection des sols contre l’effet des agents 

érosifs (Abdelguerfi-Berrekia et Abdelguerfi, 1986). Ainsi, le port érigé confère une adaptabilité des 

populations aussi bien à la fauche qu'à la pâture (Abdelkefi et Marrakchi, 2000). 

 

II.1.3. Hedysarum aculeolatum  

 

Hedysarum aculeolatum Munby., est une espèce endémique du centre et de l’Ouest algérien 

(Abdelguerfi-Berrekia et al., 1991 ; Hannachi-Salhi et al., 2002), diploïde et annuelle, qui semble 

être comparable à H. coronarium de par son appareil végétatif qui est activement brouté (Hannachi-

Salhi et al., 2002). Elle présente une aire de répartition très limitée (répartition algéro-marocaine) 

(Abdelguerfi-Berrekia et al., 1991 ; Hannachi-Salhi et al., 2002). Cependant, elle montre un 

polymorphisme morphologique inter-population en fonction des variations pédoclimatiques 

(Kheffeche et Combes, 1992).  

En Algérie, cette espèce se rencontre assez communément dans les broussailles et les 

pâturages, vivant en groupe ou en pieds isolés (Quezel et Santa, 1962), sous les étages subhumide et 

semi-aride chaud. Elle semble fortement influencée par la pluviométrie : sa présence ne se manifeste 

que dans les zones moyennement arrosées (entre 400 et 550 mm) et à basses altitudes (moins de 210 

m), sur des sols en pente, de texture moyenne et le plus souvent grossière (Abdelguerfi-Berrekia et 

al., 1991). La teneur en matière organique, en potassium et en sodium, de ces sols, est variable, le 

magnésium et le phosphore sont en quantité importante, le calcaire est très peu toléré (Kheffache, 

1988). 

 
II.1.4. Hedysarum capitatum  
 

Hedysarum spinosissimum subsp. capitatum (Hedysarum en tête, Hédisare capité) est une 

espèce annuelle diploïde (2n=16) (Benhizia et al., 2004), tardive et préférentiellement allogame 

(Abdelkefi et Marrakchi, 2000 ; Hannachi-Salhi et al., 2002 ; Yagoubi  et  Chriki 2004), largement 

distribuée dans le Bassin Méditerranéen occidental (Benhizia et al., 2004). Du point de vue 

morphologique H. capitatum se rapproche de H. coronarium (Hannachi-Salhi et al., 2002). En 

Algérie, cette espèce serait très commune dans le Tell, mais très rare ailleurs (Quezel et Santa, 1962). 

Selon Abdelguerfi-Berrekia et al.(1991), H. capitatum présente une large répartition, elle se 

rencontre à Blida, Berouaghia, Cap Ivi, Oran, Saida, El Aouinet et Sétif. Elle est la seule espèce dans 

son genre qui va de l’étage bioclimatique aride à l’humide. Limitée aux régions ayant une pluviométrie 

inférieure à 650mm, elle pousse surtout à des altitudes moyennes voire élevées. Elle préfère les sols 

riches en limons, de texture moyenne à tendance limoneuse et généralement instable, riches en calcaire 

total et à pH alcalin (Abdelguerfi-Berrekia et al., 1991 ; Abdelguerfi, 2002). 
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II.2. Le microsymbiote : les rhizobiums 
 

II.2.1. Définition  
 

Les rhizobia (ou rhizobiums) sont des bactéries aérobies du sol, capables d'induire sur les 

racines des légumineuses (luzerne, soja, pois, féverole pour ne citer que des exemples d'intérêt 

agricole) et avec le genre Parasponia de la famille des Ulmacées (Skerman et al., 1980 ; Rolfe et 

Gresshoff, 1988) la formation d'organes particuliers, les nodosités, au sein desquels elles se 

différencient en bactéroïdes capables d'assimiler l'azote de l'air (Benata et al., 2008), ce qu' aucune 

plante n'est capable de faire directement, sont communément appelées rhizobiums ou rhizobia. 

Actuellement, certains auteurs préfèrent substituer au terme de « rhizobia », qui est un terme 

dérivé du nom du genre Rhizobium, le terme de bactéries nodulant les légumineuses "BNL" (Zakhia et 

al., 2004). Mise à part leur capacité à établir une symbiose avec les légumineuses, aucun caractère 

cultural, morphologique, physiologique ou biochimique, ne peut distinguer les rhizobia des autres 

bactéries du sol. Ils sont des bactéries gram négatif , à tendance microarophille, en forme de bâtonnets 

de 0.1 à 1 sur 2 µm courts et arrondis  à leurs extrémités, généralement mobiles par une ciliature 

polaire ou péritriche, aérobies strictes, chimiotrophes et hétérotrophes (Vincent 1981 ; Jordan, 1984 ; 

Elkan, 1992). Ils ne fixent pas l’azote moléculaire quand ils sont à l’état libre dans le sol, mais ils 

acquièrent cette propriété en se liant aux cellules racinaires des légumineuses dans des organes bien 

structurés « les nodosités ».  

 

II. 2.2. Historique et évolution de la taxonomie des rhizobiums 
 

Vers la fin du 19ème siècle, il était établi que l'azote atmosphérique peut être assimilé par les 

racines nodulées des légumineuses grâce à des micro-organismes symbiotiques (El-Hillali, 2006 ; 

Willems, 2006). Plus tard, en 1889, Frank a inventé le nom du rhizobium originellement avec une 

seule espèce, R. leguminosarum (Frank, 1889 in Willems, 2006).  

Baldwin et Fred (1929 in El-Hillali, 2006), ont rapporté que la classification des différents 

rhizobiums devrait être basée sur la spécificité de l’espèce bactérienne par rapport à la plante hôte. 

Cela a conduit à la constitution de "groupes d’inoculation croisée″ (Elkan 1992), dont un rhizobia 

d'une espèce dans un groupe de nodulation croisée est supposé être capable à noduler toutes les autres 

espèces de ce groupe. Ce concept est resté pour longtemps la base de la classification des rhizobia 

(Jordan, 1984 ; Elkan, 1992). Ainsi, Fred et al. (1932 in El-Hillali, 2006), ont pu identifier six 

groupes de nodulation croisée, Rhizobium leguminosarum pour Lathyrus, Pisum, Vicia et Lens ; R. 

trifolii pour Trifolium ; R. phaseoli pour Phaseolus ; R. meliloti pour Glycine max et R. lupini pour 

Lupinus. Les souches non classées étaient désignées par Rhizobium sp. Lohnis et Hansen (1921 in El-

Hillali, 2006), ont montré que les rhizobiums présentent une croissance soit lente soit rapide dans le 

milieu synthétique. Les bactéries à croissance lente n’acidifient pas le milieu de culture et nodulent les 
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légumineuses des régions tropicales, alors que les bactéries à croissance rapide acidifient le milieu de 

culture et nodulent les légumineuses des régions tempérées (Norris, 1965). Ceci a permis à Jordan 

(1984), de classer les rhizobiums à croissance rapide et les rhizobiums croissance lente en deux genres 

séparés Rhizobium et Bradyrhizobium, respectivement, ayant des caractéristiques physiologiques et 

biochimiques distincts (Tab. 1) : 

Tableau 1: Principales caractères distinctifs entre les rhizobiums à croissance rapide et lente (Elkan, 1992 in Haddadji, 

2002 modifié). 

Caractéristique Rhizobiums à croissance rapide Rhizobiums à croissance lente 

Temps de génération Inférieur à 6 heures Supérieur à 6 heures 

Nutrition carbonée 
Utilisent une grande variété de sources 
de carbone: pentoses, hexoses, mono, di 
et tri-saccharides  

Utilisent une variété réduite de sources 
de carbone: pentoses, hexoses.   

Voies métaboliques  
Utilisent les voies glycolytiques des 
pentoses phosphates, d’Enter-Doudoroff 
et d’Embden-meyerhoff 

Utilisent les voies d’Enter-Doudoroff et 
d’Embden-meyerhoff et le cycle des 
hexoses  

Flagellation Péritriche Subpolaire  
Production de polysaccharides 
extracellulaires 

Forte Faible 

Localisation de gènes symbiotiques Plasmides et Chromosomes Chromosomes 

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

Résistance aux antibiotiques Faible Elevée 
Réaction en milieu de culture Réaction acidifiante   Réaction alcalinisante  
Espèces nodulées Légumineuses des régions tempérées. Légumineuses des régions tropicales 

 
Cependant, plusieurs contre-exemples ont été rapportés : 

  
 Des bactéries à taux de croissance différents peuvent être également isolées à partir d’une 

même espèce comme Glycine max (Scholla et Elkan, 1984), voire même de la même plante 

comme le genre Acacia qui peut être nodulée par des Rhizobium (Barnett et al., 1993), des 

Bradyrhizobium (Dupuy et al., 1994) et par des Sinorhizobium (de Lajudie et al., 1994) ; 

 Lupinus et Corallina qui sont des légumineuses des régions tempérées, sont nodulées par des 

bactéries à croissance lente (Allen et Allen, 1981). En revanche, Sesbania et leucaena qui sont 

des légumineuses des régions tropicales, sont nodulées par des bactéries à croissance rapide. 

 

Ces observations discordantes entre la croissance de la bactérie et la gamme d’hôte ont jeté le 

doute sur la validité de cette classification, et le concept des groupes d’inoculation croisée, qui a été 

employé précédemment comme critère taxonomique important, est devenu seulement un test 

complémentaire des autres méthodes (Jordan, 1984). 

En effet, une classification de rhizobia corrélée avec les caractéristiques symbiotiques se heurte 

avec la complexité des mécanismes moléculaires impliqués dans la spécificité d’hôte (Perret  et al., 

2000), et également la difficulté d'établir la gamme de l’hôte (Pueppke et Broughton, 1999), en 

particulier en raison du grand nombre de légumineuses.  



II. La symbiose Rhizobium-Légumineuse 
 

 19

Une telle classification exige une standardisation des essais de nodulation et le contrôle parfait 

des conditions de croissance de plantes. Bien que sous-estimé probablement, il est bien établi que 

beaucoup de rhizobia peuvent noduler différents genres de légumineuse, et que beaucoup de 

légumineuses peuvent être nodulées par plusieurs espèces rhizobiales (Laguerre et al., 2001). Ces 

limites ont conduit les scientifiques à rechercher d’autres approches afin de classer ces bactéries, en 

employant une grande diversité des caractères morphologiques, nutritionnelles et métaboliques 

(Graham, 1964), ainsi que la sérologie (Vincent et Humphrey, 1970), les simples caractéristiques 

d'ADN (De Ley et Rassel, 1965) et l’analyse des plasmides dans la classification des rhizobiums. 

Mais ce n’est qu’après l’identification par Woese (1987) que les ADNr 16S des bactéries sont 

spécifiques à ces bactéries que la taxonomie des rhizobiums s’est considérablement modifiée (Tab. 2). 

 
Tableau 2: Accroissement du nombre des espèces rhizobiales (Willems, 2006, modifiée et actualisé) 

Classe Genre 
Nombre d’espèces 

Avant 1980 81-85 86-90 91-95 96-00 01-06 07-09 

Alpha-proteobactéries 

Rhizobium 4 4 5 10 10 18 28 
Bradyrhizobium  1 1 3 3 7 7 
Sinorhizobium   2 5 8 14 15 
Azorhizobium   1 2 2 3 3 
Mesorhizobium     7 11 16 
Allorhizobium     1 1 1 
Methylobacterium      1 1 
Devosia      1 1 
Ochrobactrum      1 2 
Phyllobacterium      4 4 
Shinella       1 

Beta-proteobactéries Burkholderia     1 5 7 
Ralstonia      1 1 

TOTAL 4 5 9 20 32 67 87 

 
Depuis lors, les taxonomistes bactériens reconnaissent la nécessité de ne plus baser le système 

de classification des bactéries sur des similarités de fonction (diazotrophes, phototrophes, nodulation) 

et d’adopter une approche nécessitant la convergence du maximum de données (phénotypiques, 

génotypiques, phylogénétiques) pour déterminer les groupes taxonomiques ou taxons bactériens 

(Zakhia et de Lajudie, 2006). Cette approche, appelée taxonomie polyphasique a considérablement 

modifié la perception que les taxonomistes bactériens avaient des relations entre divers groupes de 

microorganismes (Olsen et al., 1994). 

Elle intègre toutes les informations génotypiques, phénotypiques et phylogénétiques recueillies 

sur la cellule bactérienne (Zakhia et de Lajudie, 2006). 

 

II.2.3. Classification actuelle des BNL  
 

En effet, des bactéries appartenant à différents genres et classes taxonomiques sont aujourd’hui 

connues pour leur capacité symbiotique. Ainsi, les genres Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium, 

Ochtrobactrum, Allorhizobium, Azorhizobium, Methylobacterium, Bradyrhizobium, Devosia, 

Burkholderia, Ralstonia (Zakia et de Lajudie, 2006), Phyllobacterium (Valverde et al., 2005) et 

Shinella (Lin et al., 2008) [classe des α-protéobactéries] et Burkholderia et Ralstonia [classe des ß-
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protéobactéries] ainsi que certaines Gamma-protéobactéries (Benhizia et al., 2004), forment 

actuellement l’ensemble des bactéries connues comme symbiotes de légumineuses (Moulin et al., 

2001 ; Chen et al., 2001) (Tab. 3). 

Tableau 3 : Classification actuelle des rhizobiums. 

Genre Espèce Hôte Références 

Rhizobium 

R. lupinii Lupinus, Ornithopus Schroeter, 1886 
R. leguminosarum  Frank, 1889 
    Biovar viciae Pisum, viciae, Lens, Lathyrus Jordan, 1984 
   Biovar trifolii Trifolium pratense Jordan, 1984 
  Biovar phaseoli Phaseolus vulgaris Jordan, 1984 
R. galegae  Galega, Leucaena Lindström, 1989 
  Biovar orientalis Galega orientalis Nick, 1998 
  Biovar officinalis Galega officinalis Nick, 1998 
R. tropici  Martinez-Romero et al., 1991 
       Type II A Phaseolus vulgaris, Leucaena leucocephala Martinez-Romero et al., 1991 
       Type II B Phaseolus vulgaris, Leucaena leucocephala  Martinez-Romero et al., 1991 
R. etli  Segovia et al., 1993 
    Biovar phaseoli Phaseolus vulgaris Hernandez-Lucas et al., 1995  
    Biovar mimosae Mimosas, Leucaena, Phaseolus Wang et al., 1999a 
R. gallicum  Amarger et al., 1997 
     Biovar gallicum Phaseolus vulgaris Amarger et al., 1997 
     Biovar phaseoli Phaseolus vulgaris Amarger et al., 1997 
R. giardinii   Amarger et al., 1997 
     Biovar giardinii Phaseolus vulgaris Amarger et al., 1997 
     Biovar phaseoli Phaseolus vulgaris Amarger et al., 1997 
R. hainanense Acacia, Macroptilium, Stylosanthes Chen et al., 1997 
R. mongolense Medicago ruthenica, Phaseolus  Van Berkum et al., 1998 
R. huautlense Sesbania herbacea Wang et al., 1998 
R. yanglingense Coronilla, Gueldenstaedtia,  Tan et al., 2001 
R. larrymoorei Ficus benjamina Bouzar et Jones, 2001 
R. undicola Neptunia natans Young et al., 2001 
R. indigoferae Indigofera spp, Lespedeza Wei et al., 2002 
R. sullae  Hedysarum coronarium Squartini et al., 2002 
R. loessense Astragalus, Lespedeza Wei et al., 2003 
R. daejeonense Medicago sativa Quan et al., 2005 
R. lusitanum Phaseolus vulgaris Valvarde et al., 2006 
R.cellulosilyticum Sciure de Populas alba García-Fraile et al., 2007 
R. miluonense Lespedeza Gu et al., 2008 
R. multihospitium Robinia pseudoacacia Han et al., 2008b 
R. oryzae Oryza alta Peng et al.,  2008 
R. phaseoli  Ramirez-Bahena et al., 2008 
R. pisi  Ramirez-Bahena et al., 2008 
R. selenitirefucens  Hunter et al., 2007 
R. alamii  Arabidopsis thaliana Berge et al., 2009 
R. fabae Vicia faba Tian et al., 2009 
R. mesosinicum Albizia, Kummerowia, Dalbergia Lin et al., 2009 

Sinorhizobium 

S. meliloti Melilotus, Medicago, Trigonella Dangeard, 1926 
S. fredii  Scholla et Elkan, 1984 
 Chémovar fredii Glycine, Vigna , Cajanus  Scholla et Elkan, 1984 
 Chémovar sinensis Glycine max Scholla et Elkan, 1984 
S. xinjiangense Glycine Chen et al., 1988  
S. saheli Acacia, Sesbania spp, Prosopis de Lajudie et al., 1994 
 Biovar acaciae Acacia spp Boivin et Giraud, 1999 
 Biovar sesbania  Sesbania spp Boivin et Giraud, 1999 
S. terangae   de Lajudie et al., 1994 
 Biovar acaciae Acacia spp Loretet et al., 1996 
 Biovar sesbania Sesbania spp, Loretet et al., 1996 
S. medicae Medicago  Rome et al., 1996 
S. arboris Acacia, Prosopis   Nick et al., 1999 
S. kostiense Acacia, Prosopis   Nick et al., 1999 
S. kummerowiae Kummerowia stipulacea  Wei et al., 2002 
S. morelense Leucaena leucocephala   Wang et al., 2002 
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Tableau 3 suite : Classification actuelle des rhizobiums. 

Genre Espèce Hôte Références 

Sinorhizobium 

S. abri Abrus precatorius Ogasawara et al., 2003 
S. adhaerens Medicago , Leucaena ,Pithecellobium Willems et al., 2003 
S. americanum Acacia spp. Toledo et al., 2003 
S. indiaense Sesbania rostrata Ogasawara et al., 2003 
S. mexicanus Acacia angustissima  Lloret et al., 2007 

Mesorhizobium 

M. loti Lotus, Leucaena, Cicer,Astragalus Jarvis et al., 1982 
M. huakuii Astragalus sinicus  Chen et al., 1991 
M. ciceri Cicer arietinum  Nour et al., 1994 
M. mediterraneum Cicer arietinum  Nour et al., 1995 
M. tianshanense Glycyrrhiza , Sophora, Glycine  Chen et al., 1995 
M. plurifarium Acacia, Prosopis, Leucaena  de Lajudie et al., 1998b  
M. amorphae  Amorpha fruticosa  Wang et al., 1999b 
M. chacoense Prosopis alba  Velázquez et al., 2001 
M. septentrionale Astragalus adsurgens  Gao et al., 2004 
M. temperatum Astragalus adsurgens   Gao et al., 2004 
M.thiogangeticum Rhizosphere de Clitoria ternatea  Ghosh et Roy, 2006 
M. albiziae Albizia kalkora Wang et al., 2007 
M.caraganae Caragana spp Guan et al., 2008 
M. gobiense Légumineuses du désert de Xinjiang, Chine  Han et al., 2008a 
M. tarimense Légumineuses du désert de Xinjiang, Chine  Han et al., 2008a 
M.metallidurans Anthyllis vulneraria Vidal et al., 2009 

Bradyrhizobium 

B. japonicum  Glycine max , Glycine soja Jordan, 1982 et 1984 
B. elkanii  Glycine max Kuykendall et al., 1992 
B. liaoningensis Glycine max , Glycine soja  Xu et al., 1995 
B. denitrificans Aeschynomene indica  Van Berkum et Eardly, 2002 
B. Yuanmingense  Lespedeza Yao et al., 2002 
B. betae  Betae vulgaris Rivas et al., 2004 
B. canariense Genistoïd legumes Vinuesa et al., 2005 

Bradyrhizobium sp 
Phaseolus Parker, 2002 
Astragalus, Oxytropis, Onobrychis Laguerre et al., 1997 

Allorhizobium A. undicola  Neptunia natans de Lajudie et al., 1998c 

Azorhizobium 

A. caulinodans Sesbania rostrata Dreyfus et al.,1988 
A. johannae Sesbania rostrata Rinaudo et al., 1991 
A.doebereinerae Sesbania virgata Moreira et al., 2006 

Methylobacterium M. nodulans Crotalaria spp ; Lotononis Sy et al., 2001 

Devosia D. neptuniae Neptunia natans                           Rivas et al., 2003 

Ochrobactrum 
O. lupinus Lupinus albus   Trujillo et al., 2005 
O. cytisi Cystisus scoroarius Zurdo-Piñeiro et al., 2007 

Phyllobacterium 

P. trifolii  Trifolium repens, Lupinus albus Valverde et al., 2005 
P. ifriqiyense  Mantelin et al., 2006 
P. bourgognens  Mantelin et al., 2006 
P. leguminum  Mantelin et al., 2006 

Shinella S. kummerowiae Kummerowia stipulacea Lin et al., 2008 

Burkholderia 

B. caribensis Macharieum lunatum, Mimosa Achouak et al., 1999 

B. phymatum Macharieum lunatum Moulin et al., 2001 
B. tuberum Aspalathus carnosa Moulin et al., 2001 
B. dolosa (B. cepacia) Alysicarpus Vermis et al., 2004 
B. mimosarum Mimosa Chen et al., 2006 
B. nodosa Mimosa  Chen et al., 2007 
B. sabiae Mimosa caesalpiniifolia Chen et al., 2008 

Ralstonia R. taiwanensis  Mimosa pudica ; Mimosa diplotricha Chen et al., 2001 

 
Cette classification est loin d’être définitive comparativement au grand nombre et à la vaste 

distribution des légumineuses hôtes, elle représente un champ en extension continuée qui s’affine sans 

cesse et s’enrichit régulièrement de nouveaux taxons au gré de nouvelles techniques et surtout de 

l’isolement de nouvelles souches particulièrement dans les zones tropicales et méditerranéennes, où la 

diversité est encore mal documentée. 
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Ainsi, l’habitat naturel de rhizobium s’est étendu aux tissus racinaires des plantes non 

légumineuses, notamment des graminées telle que le maïs (Chabot et al., 1996), le riz (Chi et al., 

2005), le sorgho (Matiru et Dakora, 2004) et le blé (Sabry et al., 1997). 

 

Les rhizobia nodulants le genre Hedysarum  
 

Rhizobium sullae, anciennement " Rhizobium hedysari  " , est la seule espèce rhizobiale 

reconnue à ce jour d’être, capable de noduler le genre Hedysarum, exactement l’espèce d’ H. 

coronarium (Squartini et al., 2002). 

Le couple, R. sullae - H. coronarium présente un haut degré de spécificité. En effet, jusqu’à nos 

jours, aucune souche isolée des nodules d’H. coronarium n’a été capable de noduler une autre espèce 

et vice versa (Benhizia et al., 2004). Ainsi, Cabrera et Ruiz-Argüeso (1979) ont rapporté l’absence 

de nodulation croisée entre le sulla et différentes autres légumineuses telles que Trifolium repens, 

Pisum sativum, Vicia faba, Glycine max, Cicer arietinum etc.  

Cette spécificité est observée même au sein du même genre (Hedysarum) ; en effet, Glatzle et 

al. (1986) ont rapportés que des souches isolées, au Maroc, de H. coronarium et de l’espèce 

étroitement liée H. flexuosum peuvent noduler les deux espèces mais les nodules formés sur les racines 

de la dernière espèce sont ineffectives. Même la souche à large spectre d’hôte NGR234 qui nodule 

plus de 100 légumineuses ainsi qu’une non légumineuse est aussi incapable de noduler le sulla 

(Broughton 2002 cité par Squartini et al., 2002). 

Ainsi, les rhizobia nodulant le sulla sont absents dans les sols où cette espèce ne se développe 

pas spontanément (Casella et al., 1984 ; Glatzle et al., 1986 ; Moso et al., 1988), et il a été démontré 

que l’extension de sa culture dans des nouvelles régions tels que l'Australie, les Etats-Unis et l'Inde, 

exige l'inoculation du des rhizobiums de sulla (Casella et al., 1984).  

 Récemment, des souches isolées des espèces Hedysarum spinosissimum L. subsp. capitatum 

Desf., Hedysarum pallidum Desf. et Hedysarum carnosum Desf., qui sont les parents étroits de H. 

coronarium, appartenant à la sous classe des gamma-protéobactéries ont été mises en évidence 

(Benhizia et al., 2004). Mais les propriétés physiologiques, biochimiques, et génétiques de ces souches 

n’ont pas encore été déterminées. 
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III. Mise en place de la symbiose: Rhizobium-Légumineuse 
 

 L’établissement de la symbiose Rhizobium-Légumineuse (Fig. 4) est un phénomène fortement 

complexe qui implique des interactions anatomiques, morphologiques, et biochimiques importantes 

entre les racines de la plantes hôte et les bactéries (Hopkins, 2003). D’une manière générale, la 

symbiose Rhizobium-Légumineuse peut se résumer en trois étapes clés :  

 La pré-infection qui correspond au dialogue moléculaire se mettant en place entre les deux 

partenaires symbiotiques (reconnaissance mutuelle); 

 L’infection correspondant à l'entrée des bactéries libres dans la légumineuse ;  

 La nodulation proprement dite qui correspond à la formation et le développement du nodule. 

 

  

Figure 4 : Schéma global des différentes étapes aboutissant à la formation du nodule fonctionnel  
(Perry et al., 2004). 

 

III.1. La reconnaissance mutuelle  

 

  Malgré leur diversité taxonomique, tous les rhizobia établissent la symbiose en utilisant les 

mêmes mécanismes moléculaires, comportant l'échange de signal moléculaire entre les deux 

partenaires (Ba et al., 2002). Les gènes bactériens dits de nodulation (gènes nod, nol, noe), qui 

comprennent les gènes de structure et les gènes régulateurs, jouent un rôle central dans ce dialogue 

(Boivin et al., 1998 ; Ba et al., 2002). 

Les racines de la plante exsudent des substances chimiques de reconnaissance qui diffèrent 

entre les espèces, il s’agit principalement des flavonoïdes (Ba et al., 2002 ; Hopkins, 2003 ; 
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Moschetti et al., 2005) qui appartiennent, en général, à trois groupes chimique: les flavones, les 

flavanones et les isoflavones. Ces exsudats attirent les bactéries du voisinage (phénomène de 

chimiotactisme), qui en retour produisent et sécrètent des signaux extracellulaires lipo-chitono-

oligosaccharides substitués appelés facteurs de nodulation (facteurs nod) (Hopkins, 2003 ; Prescott et 

al., 2003). Ces facteurs sont les molécules principales de signalisation (Perret et al., 2000); ils jouent 

un rôle essentiel dans le processus d'infection et l'organogenèse des nodules (Dénarié et al., 1996 ; 

Schultze et Kondorosi, 1998). Leur production est le résultat de l’expression des gènes structuraux 

suite à l’activation des protéines régulatrices NodD (Ba et al., 2002).  

Les facteurs Nod, produits par les rhizobiums en réponse à la présence d’une plante hôte, sont 

des molécules diffusibles synthétisées et sécrétées spécifiquement au cours de l’établissement de la 

symbiose. Ces molécules sont de nature lipo-chito-oligosaccharidique.  

Chaque espèce de rhizobium produit une famille de facteurs Nod spécifiques qui diffèrent des 

facteurs Nod d’une autre espèce par différents groupements chimiques au niveau des sucres ainsi que 

par la nature de l’acide gras, notamment sa longueur et son niveau d’insaturation (Lerouge et al., 

1990 ; Dénarié et al., 1996). La variabilité dans la structure des facteurs Nod pourrait être employée 

pour caractériser les isolats de rhizobia (Lortet et al., 1996 ; Moschetti et al., 2005). La 

caractérisation des facteurs Nod peut être utilisé comme un outil de classification symbiotique des 

souches de rhizobium (Lortet et al., 1996). 

D'autres molécules produites par les rhizobia pourraient jouer un rôle dans la reconnaissance 

des bactéries par la plante ou dans l'infection des cellules végétales. Parmi ces molécules figurent les 

polysaccharides extracellulaire (EPS), les lipopolysaccharides, les antigènes K, les lectines et les 

glucanes cycliques (Broughton et al., 2000 ; Spaink, 2000). 

 

III.2. L’infection 

 

L’infection débute juste après que le rhizobium s’adsorbe par chimiotactisme au poil absorbant. 

L’adhésion, vraisemblablement irréversible, des cellules bactériennes aux cellules épidermique de la 

plante hôte est rendue possible par l’action des deux partenaires : la plante par les lectines et le 

rhizobium par les polysaccharides de surface (Rhicadhésine, chez R. leguminosarum) (Hopkins, 2003 

; Perry et al., 2004). 

Il existe une variabilité dans le type d’infection et dans la morphologie des nodules chez les 

légumineuses. Les rhizobia sont capables de pénétrer à l’intérieur des légumineuses via deux modes 

d’infection distincts (Sprent, 1993) (Fig. 5) : 

 L’infection intracellulaire ou l’invasion par l’épiderme via les poils absorbants (RHC, "root 

hair curling") ; l’invasion de la racine se fait via les poils absorbants en croissance. Le 

recourbement du poil permet la constitution d’un cordon d’infection (it: infection thread) qui 
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véhicule les bactéries jusqu’au primordium nodulaire (np: nodule primordium). Ce mécanisme 

est le plus courant, on l’observe au niveau des racines (surtout secondaires) enterrées. 

 L’infection intercellulaire ou l’invasion par le cortex externe via une pénétration intercellulaire 

au niveau de fissures de l’épiderme ou "crack entry" (LRB, "lateral root base invasion"); 

l’invasion se fait de manière intercellulaire au niveau de l’épiderme. L’induction de la mort de 

quelques cellules au point d’entrée permet la formation d’une poche d’infection (ip: infection 

pocket), à partir de laquelle les cordons d’infections emmènent les bactéries jusqu’au 

primordium nodulaire ; ce mode est plus diffus que dans le processus "RHC". 

 

 
 

Figure 5: Comparaison entre les deux procédés d’invasion de la racine par les bactéries (Goormachtig et al., 2004). 
RHC, "root hair curling"; LRB, "lateral root base invasion" ou "crack entry" 

 

 

III.3. La nodulation proprement dite 

 

En parallèle et simultanément à l’infection de la racine par les bactéries se développe un nouvel 

organe qui accueillera les bactéries : le nodule ou nodosité. Le nodule est un organe spécialisé, 

spécifiquement mis en place pour la symbiose plante/micro-organismes fixateurs et qui requiert un 

programme d’organogénèse unique. Le nombre, la masse et la position des nodules sont contrôlés par 

la plante en fonction des conditions environnementales et de son état physiologique (Schauser et al., 

1999 ; Svitoonoof, 2003). 

 

III.3.1. La structure du nodule 

 

Les nodules des fabacées présentent une structure similaire à celle d'une tige. De la périphérie 

vers l'intérieur du nodule, on trouve (Svitoonoof, 2003): 

 Un tissu périphérique qui assure les échanges avec le reste de la plante et la protection des 

tissus internes, et est formé :  

 d’un cortex externe constitué en majorité par des cellules parenchymateuses ; 

 d’un cortex moyen ; 

 des tissus vasculaires constitués surtout de phloème et entourés par un endoderme et un 

péricycle ; 
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 Le cortex interne formé de une à trois couches de cellules ; 

 Un tissu central parenchymateux qui contient les cellules infectées par les rhizobia et des 

cellules non infectées plus petites. C’est le siège de la fixation d’azote. 

 

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

méristème nodulaire, on distingue trois types de nodules chez les légumineuses (Fig. 6) :  

 

- Dans les nodules déterminés, les divisions cellulaires à l'origine du primordium nodulaire ont 

lieu au niveau du cortex externe. La persistance du méristème chez ces espèces est très éphémère et la 

croissance en longueur du nodule est limitée. Une croissance en épaisseur a lieu par hypertrophie des 

cellules corticales et par des divisions de cellules qui contiennent déjà des rhizobia. Ce processus se 

traduit par une forme sphérique et un état de différenciation identique pour toutes les cellules 

(Svitonnooff, 2003). Les nodules déterminés se rencontrent généralement chez les légumineuses 

tropicales : soja, arachide, cowpea, haricot, etc. 

- Chez les espèces à nodules indéterminés, les divisions cellulaires ont lieu au niveau du cortex 

interne, la zone méristématique qui produit le nodule est persistante. De ce fait, ces nodules ont une 

croissance indéfinie, ce qui se traduit par une forme allongée. Ce type de nodules est observé surtout 

chez les légumineuses tempérées : pois, lentille, trèfle, luzerne, fèverole, vigne, etc.  

- Un troisième type intermédiaire a été identifié chez le genre Lupinus et Sesbania rostrata. Les 

divisions cellulaires se font soit dans le cortex externe soit dans le cortex interne, conduisant à la 

formation de nodosités soit déterminées soit indéterminées (Hirsch et al., 2001). 

 

 
 

Figure 6: Coupe longitudinale schématique d’une nodosité de type indéterminé (A) et de type déterminé (B).  
I: Zone méristématique, II: zone d’infection, II-III: zone fixatrice d’azote, IV: zone de sénescence ; Ce: cortex externe, E: 
endoderme, Ci: cortex interne, FV: faisceau vasculaire, CF: couche frontière, TC: tissu central, CC: cylindre central de la 

racine, CI: cellule infectée, CN: cellule non infectée (Franssen et al., 1992). 
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III.3.2. Le fonctionnement du nodule 

 

Lorsque l'association symbiotique entre les bactéries fixatrices d'azote et le partenaire plante est 

fonctionnelle, les bactéroïdes, à l'intérieur du nodule, transforment l'azote atmosphérique en 

ammonium directement assimilable par la plante grâce à la nitrogénase bactérienne (Smith et Gallon, 

1993) (Fig. 1). 

Une activité glutamine synthétase cytoplasmique et un glutamate synthétase (GOGAT) 

plastidique très importantes dans les nodules pourraient incorporer rapidement l'ammonium dans des 

acides aminés (glutamine et glutamate respectivement) (Svitonnoff, 2003). 

Des études récentes ont montré qu'un échange d'acides aminés entre le bactéroïde et le 

cytoplasme (Glu/Gln ; Asp/Asn) permet d'exporter l'azote vers la cellule végétale et le xylème 

(Lodwig et al., 2003). 

Suivant la forme d’exportation d’azote, on distingue deux types de plantes symbiotiques 

(Schubert et Bolland, 1990) : 

 Les plantes à amide : regroupant généralement les légumineuses de régions tempérées dont 

l'exportation de l'azote se fait surtout sous forme d'amides (asparagine surtout, 

accessoirement glutamine).  

La synthèse d'asparagine consomme de l'aspartate (ou ses précurseurs, malate et 

oxaloacétate) qui seraient synthétisés par une PEP carboxylase et une malate déshydrogénase 

à partir du CO2. 9-30% du CO2 provenant de la respiration serait recyclé par ce mécanisme 

(Kahn et al., 1998). 

 Les plantes à uréides, regroupant essentiellement les légumineuses des régions tropicales, où 

les formes prépondérantes de transport de l'azote sont les uréïdes (allantoïne et acide 

allantoïque) dont la production implique la synthèse de novo de purine (Schubert et Boland, 

1984 ; Kahn et al., 1998).  

 

III.3.4. Sénescence des nodosités fixatrices 

 

La capacité fixatrice d’azote des cellules infectées est une étape passagère suivie d’une 

sénescence dans une durée plus ou moins courte (Kijne, 1975).   

Cette durée est influencée principalement par quatre facteurs : 

 

 l'état physiologique de la légumineuse ; 

 la teneur en humidité du sol ; 

 la présence de parasites ; 

 et la souche de rhizobia formant le nodule.  
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 La sénescence des nodules se déroule différemment selon leur type. Les nodules indéterminés 

peuvent persister plus d’une saison (Vance et al., 1982) tandis que les nodules déterminés peuvent 

persister seulement quelques semaines (McDermott et Graham, 1989).  

Les études morphologiques des cellules sénescentes de nodule ont révélé l’existence d’activités 

protéolytiques, croissantes avec l’âge des nodosités, associé à un désordre dans la membrane  

péribactéroïdienne et la formation de grandes vacuoles contenant les bacteroïdes dégradés (Kijne, 

1975 ; Mellor et Wiemken, 1988). Ces activités affectent l’ultra structure des nodosités, et sont 

responsables de la lyse des protéines solubles et plus particulièrement de la leghémoglobine dont la 

disparition entraîne une perte importante de l’activité fixatrice. Ainsi, des altérations de 

l’environnement racinaire (rareté de l’eau, excès de sel, excès de nitrates…) provoquent une 

sénescence précoce avec l’induction de ces mêmes activités protéolytiques (Trinchant et al., 1997).  
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IV. Régulation génétique de la symbiose 

 

L’établissement de la symbiose rhizobia-légumineuse est sous contrôle génétique à la fois du 

génome bactérien et celui de la plante hôte (Schultze et Kondorosi, 1998 ;  Wang et al., 2002 ; 

Mutch et al., 2003) (Tab. 4). 

Chez le microsymbiote (rhizobium) la régulation de la symbiose est assurée par une batterie de 

gènes (classés en trois groupes : nod, fix et nif) localisée soit au niveau chromosomique 

(Bradyrhizobium) soit au niveau plasmidique (pSym ou plasmide Sym) (Rhizobium) (Mercado-

Blanco et Toro, 1996 ; Schultze et Kondorosi, 1998 ; Dénarié, 2000 ; Raven et al., 2003). 

En revanche, on parle pour les gènes de plante de gènes de noduline (Legocki et Verma, 1980) 

qui sont spécifiquement induite par les rhizobiums (Govers et al., 1987). En fonction de leur cinétique 

d'apparition, on distingue : les nodulines précoces et les nodulines tardives (Scheres et al., 1990). 

 
Tableau 4: Contrôle génétique de la symbiose Rhizobium-Légumineuse. 

Groupe Gène Fonction Référence 

Le microsymbiote : les rhizobia 

Nod 

nodD Code pour une protéine cytoplasmique soluble NodD. Moschetti et al., 2005 

nodA Contrôle le transfert d'un acide gras sur l'atome d'azote ainsi libéré 

Spaink, 1995 ;  
Carlson et al., 1994 

nodB 

Contrôle la désacétylation du résidu N-acétyl-glucosamine de 
l'extrémité non réductrice de la molécule, le rendant ainsi 
disponible pour l'acylation 

nodC 
Possède une activité N-actyl-glucosaminyl-transférase, et pourrait 
donc catalyser la synthèse de la chaîne d'oligochitine 

gènes nod 
spécifiques 
hsn (host 

specific nod 

genes) 

Ils codent pour la biosynthèse ou le transfert des différents 
substituants qui confèrent aux facteurs Nod leur spécificité vis-à-
vis de telle ou telle plante(deuxième niveau de spécificité). 

Dénarié et al., 1996 ; 

Perret et al., 2000 ;  

Tiplett et Sadowsky, 1992 

Nif 

nifD Code pour la sous-unité α de la protéine MoFe Sadowsky, 2005 ;  

Vance, 2005 nifK Code pour la sous-unité β de la protéine MoFe 
nifH Code pour la protéine Fe 

Fischer, 1994 
nifB  

Codent pour la biosynthèse du cofacteur de la protéine FeMo. nifE 
nifN 
nifF Codent pour les protéines de transport des électrons. 

Hopkins, 2003 
nifJ 

NifA 
L’activateur de transcription des gènes nif (régulation positif) et 
autorégule sa propre synthèse 

Pelmont, 2005 

NifL 
Freine l’activité de nifA et retarde l’expression des gènes nif 

(régulation négatif) 
 

Fix 

fixA,B,C,X Pour la chaîne de transport des électrons à la nitrogénase  

Delgado et al., 1998 
fixG,H,I,S Inconnue 

fixN,O,Q,P 
Codent pour le cytochrome oxydase qui est exigé pour la 
respiration des rhizobia dans le cas de faibles teneurs en oxygène 

Le macrosymbiote : la légumineuse 

 ENOD12 Codent des protéines riches en proline, vraisemblablement 
associées à la formation des parois des filaments d’infection 

Mylona et al., 1995 Nodulines 

précoce 

ENOD5 

ENOD40 
Semble impliqué dans des modifications de la balance hormonale 
de la plante 

Nodulines 

tardives 

 La léghémoglobine : capte l’oxygène avec une très haute affinité, 
et le distille en petite quantité aux bactéroïdes 

Vargas et al., 1996 
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V. Approches d’étude de la diversité des rhizobia 

 

Deux types d’approches sont actuellement les plus utilisés pour étudier la diversité des 

rhizobiums. Il s’agit des approches phénotypiques (surtout physiologiques) et des approches 

moléculaires. 

 

V.1. Les approches phénotypiques  

 

Ces approches font appel principalement aux caractéristiques symbiotiques (la capacité 

infective, effective et compétitive d’une souche donnée), morphologiques (les caractéristiques de la 

cellule bactérienne et de la colonie), biochimiques (la présence et/ou l’activité de différents enzymes 

tels que la glutamate déshydrogénase) et physiologiques (la tolérance des souches à certains facteurs 

de l’environnement telle que la salinité) des bactéries en utilisant des techniques standardisées (Zakhia 

et de Lajudie, 2006).  

Elles sont toujours admises comme étape primordiale pour la séparation et l’identification des 

souches nouvellement isolées et constituent la base de la description formelle des taxa.  

Dans ce volet, les critères retenus dans notre travail sont des critères physiologiques basés sur 

l’aptitude des souches à croître en présence de différents niveaux de certains facteurs 

environnementaux à savoir la salinité (NaCl), le stress hydrique (PEG6000), la température et le pH. 

Cette analyse phénotypique classique constitue la base de la microbiologie (Zakhia et de Lajudie, 

2006). 

 

V.1.1. La salinité 

 

Parmi les facteurs environnementaux, la salinité limite, d’une manière délétère, la fixation 

symbiotique de l’azote atmosphérique (Ben Khaled et al., 2003). Les deux composantes impliquées 

dans la sensibilité de la symbiose au sel sont, d’une part, le développement et le fonctionnement des 

nodosités et, d’autre part, la croissance et l’aptitude des organes photosynthétiques à approvisionner 

les nodosités en photosynthétats (Saadallah et al., 2001). 

Dans le sol, la salinité affecte la multiplication et la survie du rhizobium (Dua, 1992), affecte le 

processus de nodulation (Banet et al., 1996), inhibant l’expansion et la courbure des poils absorbants 

(Sprent et Zahran, 1988) et entraînant une diminution du nombre de nodules, réduit leur contenu en 

léghémoglobine (Delgado et al., 1993), diminue l’activité de la nitrogénase (Delgado et al., 1993), 

altère la diffusion intranodulaire de l’oxygène (Escuredo et al., 1996) et accélère la sénescence des 

nodules (Sunuta et al., 1995).  
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Ainsi, la diminution des photosynthétats fournis pour les nodules (Georgiev et Atkins, 1993) 

et la réduction des substrats fournis pour la respiration des bactéroïdes (Delgado et al., 1993) 

constituent la principale limitation de la fixation symbiotique de l’azote sous contrainte saline  (Ben 

Khaled et al., 2003).  

Généralement, les rhizobia sont plus tolérantes au stress salin que leurs légumineuses hôtes 

(Saadallah et al., 2001). 

  

V.1.2. Le stress hydrique 

 

Le stress hydrique peut avoir un impact dramatique sur la symbiose légumineuse-rhizobium car 

il réduit fortement la croissance et la survie des populations rhizobiales. Selon Hungria et Vargas 

(2000), la formation, la longévité et le fonctionnement de nodules, la synthèse du léghémoglobine sont 

diminués sous contrainte hydrique ce qui accélère ainsi la sénescence des nodules. 

L'effet du stress hydrique sur la symbiose dépend généralement de la phase de la croissance et de 

développement de la plante, mais aussi de la sévérité de la contrainte hydrique (Zahran, 1999). Il est 

plus affectant pendant la phase végétative que la phase reproductrice (Pena-Cabriales et al., 1993).  

Les deux partenaires et toutes les étapes de l’établissement de la symbiose Rhizobia-

légumineuse sont sensibles au stress hydrique (Serraj et al., 1999). Les souches de rhizobia à 

croissance rapide sont plus sensibles au stress hydrique par rapport aux souches à croissance lente 

(Sprent, 1971). Les nodules déterminés sont plus sensibles au stress hydrique par rapport aux nodules 

indéterminés (Serraj et al., 1999).  

 

V.1.3. La température  

 

La température joue un rôle important dans le processus de fixation de l’azote du fait que sa 

valeur critique est variable selon les espèces rhizobiales: 30°C pour le trèfle et le pois (Michiels et al., 

1994), 30 à 33°C pour le haricot (Piha et Munns, 1987) et 35 à 40°C pour les graines d’arachide et de 

soja (Michiels et al., 1994). 

Selon El-Hillali (2006), l’exposition des rhizobia aux hautes températures peut mener à la perte 

du plasmide symbiotique et par conséquent la perte de la capacité infective de la bactérie. Les 

températures élevées peuvent mener à la réduction du nombre de cellules au dessous du niveau 

demandé pour une bonne nodulation.  

 

 

V.1.4. Le pH  
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Le pH du sol joue un rôle prépondérant aussi bien dans la survie et la prospérité des 

rhizobactéries, que dans la croissance de leur plante hôte. La majorité des légumineuses nécessitent des 

pH neutres ou légèrement acides pour s’établir dans le sol (Bordeleau et Prévost, 1994).  

L’acidité est, généralement, plus néfaste que ne l’est l’alcalinité (Coventry et Evans, 1989). 

Elle affecte considérablement tous les stades de la symbiose rhizobium-légumineuse (Cooper, 1982 ; 

Richardson et al., 1988), inhibe la croissance racinaire, réduit considérablement le nombre des 

nodosités et l’activité nitrogénasique , et affecte l’ultrastructure nodulaire. 

Le pH du sol a une grande influence sur la survie et la multiplication des rhizobiums. Face à 

l’acidité, les souches de rhizobium présentent différents mécanismes de tolérance: l’exclusion et 

l’expulsion des protons H+ (Chen et al., 1993a), la forte teneur en potassium et en glutamate du 

cytoplasme des cellules stressées (Aaron et Graham, 1991), le changement de la composition des 

lipopolysaccharides (LPS) (Chen et al., 1993b), et l’accumulation de polyamines (Fujihara et 

Yoneyama, 1993). 

L’alcalinité est moins néfaste sur la survie des rhizobiums. Selon Jordan (1984), la majorité de 

ces bactéries peuvent tolérer des pH allant jusqu’à 9.5, ainsi les souches à croissance lente semblent 

plus tolérantes au pH basique par rapport aux souches à croissance rapide. L’effet négatif que 

représente le pH alcalin du sol est l’indisponibilité des minéraux indispensables autant pour le 

rhizobium que pour la plante hôte tel que le fer et le manganèse (Bordeleau et Prévost, 1994). 

 

VI.2. Les approches moléculaires 

 

Il s’agit de techniques qui ciblent directement les acides nucléiques ADN ou ARN. Elles sont 

actuellement les méthodes dominantes pour la caractérisation du fait que la nouvelle conception de la 

notion " diversité", suite aux progrès biotechnologiques, doit refléter la variabilité des génomes (les 

similarités et les dissemblances).  

Ces approches sont moins dépendantes des variables de croissance des bactéries, plus stable, 

prennent moins de temps, permettent, d’une part, la détermination des relations phylogénétiques entre  

les isolats microbiens et, d’autre part, de placer les souches dans leurs groupes spécifiques 

(Abdelguerfi-Laouar, 2005).   

Bien qu’à l’heure actuelle diverses techniques moléculaires sont disponibles, l’amplification 

d’ADN, appelée PCR (Polymerase Chain Reaction) est, certainement, la mieux adaptée pour étudier la 

biodiversité bactérienne (Vandamme et al., 1996). Mise au point en 1985 par Karry MULLIS 

(Cardinet, 2000 cité par Abdelguerfi-Laouar, 2005), elle est dotée de caractérisation rapide, simple 

et nécessitant très peu de matériel biologique. En plus, elle offre la possibilité d’obtenir un grand 

nombre de copies d’une séquence nucléique cible à partir d’une faible quantité d’ADN, le fragment 
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amplifié peut atteindre une taille de 4000 paires de bases (parfois plus sous certaines conditions) (Prin 

et al., 1993). 

Il est clair que l’application et l’utilisation de l’approche moléculaire pour l’identification et la 

classification des microorganismes a fortement progressé avec l’avènement de la PCR (Abdelguerfi-

Laouar 2005) qui a permis le développement de nombreuses techniques de typage génétique qui ont 

l’intérêt d’être universelles, simples et rapides. L’une des techniques moléculaires, employant 

l’amplification d’ADN (PCR), utilisée pour l’étude de la diversité génétique des rhizobia consiste à 

amplifier différentes classes de séquences répétées qui existent en multiples copies dans le génome 

bactérien (Versalovic et al., 1991). Les séquences répétitives, courtes et hautement conservées dans 

l’espèce, existent en multiples copies dans le génome de la plupart des bactéries Gram négatives et 

plusieurs Gram positives (Lupski et Weinstock, 1992). Ainsi, elles semblent particulièrement 

nombreuses sur les génomes des rhizobiums comparativement aux autres procaryotes (Abdelguerfi-

Laouar, 2005). Dans l’approche moléculaire utilisant les séquences répétées (appelée communément 

REP-PCR), trois familles de séquences répétées sont les plus utilisées à savoir les séquences Repetitive 

Extragenic Palindromic (REP) de 35 à 40 pb (Sharples et Lloyd, 1990), Enterobacterial Repetitive 

Intergenic (ERIC) de 124 à 127 pb (Hulton et al., 1991) et l’élément BOX de 154 pb contenant trois 

unités: BoxA, BoxB et BoxC (Versalovic et al., 1991 et 1994 ; Versalovic et Lupski, 1998). Ces 

séquences sont localisées en orientation inverse dans des zones distinctes sur le chromosome bactérien 

(Varsalovic et al., 1994). Elles paraissent hautement conservées chez les souches apparentées et très 

distinctes entre les différentes espèces ou genres bactériens (Versalovic et al., 1991). Du fait que ces 

séquences sont hautement conservées chez les Rhizobiaceae, leur amplification est utilisée pour le 

typage et la phylogénie des rhizobiums (Santos et al., 1999) ainsi que pour étudier la diversité et la 

taxonomie de certaines bactéries endophytes associatives (Mittal, 2004).  

L’application de la rep-PCR aux rhizobiums a été initiée par de Bruijn (1992). Ce dernier a 

utilisé la REP-PCR chez des souches de S. meliloti en utilisant des amorces de 18 à 22 pb conçues 

d’une manière complémentaire aux séquences inversées (Versalovic et al., 1991). Depuis, ces PCR 

sont considérées comme des méthodes efficaces pour établir l’empreinte génomique des bactériens.  

Le point fort de la rep-PCR est celui d’être absolument indépendante de la purification de 

l’ADN, du fait que les fragments amplifiés issus d’une cellule cultivée en boite (une seule colonie), 

d’une préculture, voire même d’un extrait nodulaire, présentent des profils éléctrophorètiques 

similaires (El-Hillali, 2006). Ce qui renforce le caractère stable de cette méthode dans l’étude de la 

diversité des souches. 
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Dans notre étude, nous avons utilisé les rep-PCR comme technique d’empreinte génétique et 

nous avons choisi les amorces Box pour la caractérisation de la diversité génétique des souches de 

bactéries nodulant les espèces du genre Hedysarum. 
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I.1. Origine du matériel végétal  
 

Notre étude a porté sur des isolats issus de nodules de différentes espèces du genre Hedysarum, 

à savoir H. coronarium ; H. flexuosum ; H. aculeolatum et H. capitatum, conservés, au froid (+4°C), 

dans des tubes contenant un dessiccateur (CaCl2) en granulé couvert par du coton cardé.  

Ces nodules, récoltés in situ, proviennent de plusieurs prospections menées par Dr. Laouar M. 

(INRAA) et Pr. Abdelguerfi A. (ENSA) pendant la période du printemps des années 2003, 2006 et 

2007 dans différentes régions du pays (Fig. 7). 

Les régions prospectées sont réparties selon l’échelle bioclimatique d’Hemberger de l’étage 

aride à hiver froid jusqu’à l’étage humide à hiver doux, elles présentent une variation remarquable 

d’altitude (de 28 m à 1010 m) et de pluviométrie moyenne annuelle (de 100 mm à 1000 mm).  

L’ensemble des sites de collecte des nodules et de prélèvement des échantillons du sol figure 

dans le tableau 5. Les nodules ont été prélevés dans chaque site sur une ou plusieurs plantes.  

 

 
 

Figure 7: Position géographique des zones de collection des nodules et des échantillons de sol. 
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Tableau 5. Liste des différents sites géographiques d’origine des souches étudiées. 

Espèce Code 
du site Wilaya 

Année de 
prospection 

Wilaya ou localité 
prospectée 

Nombr
e de 

plants 
Altitude 

Etage 
bioclimatique 

H. coronarium 

19 Bejaia 2003 Rmila 4 200 m Sub-humide 

20 Bejaia 2003 Oued Ghir 2 250 m Sub-humide 

21 Bejaia 2003 Souk El Thnine 2 50 m Sub-humide 

22 Bejaia 2003 Amoucha 3 900 m Sub-humide 

23 Jijel 2003 Alouana 2 50 m Sub-humide 

24 Jijel 2003 El Kannar 1 40 m Sub-humide 

36 Sétif 2003 Beni Fouda 1 1010 m Sub-humide 

C Sétif 2007 Nord de Sétif 1 - Sub-humide 

H. flexuosum 

41 Bouira 2003 Bouira 1 600 m Sub-humide 

42 Alger 2003 Dely Brahim 1 28 m Sub-humide 

45 Tipaza 2006 Tipaza 2 - Sub-humide 

H. aculeolatum 

46 Tipaza 2006 Tombeau de la Chrétienne 1 - Sub-humide 

47 Tipaza 2006 Moujou 2 - Sub-humide 

48 Tipaza 2006 Demousse 2 - Sub-humide 

H. capitatum 
19 Bejaia 2003 Rmila 1 200 m Sub-humide 

A2 Constantine 2007 Près de Constantine 2 - Semi-aride 

  
 
I.2. Caractérisation physico-chimiques des sols  
 

Des échantillons de sols ont été systématiquement prélevés dans tous les sites de collecte. 

L’analyse de ces échantillons représente une étape importante dans la détermination des 

caractéristiques édaphiques relatives à chaque site de collecte.  

Les échantillons du sol prélevés des sites ont subi une série d’analyses physiques et chimiques. 

Les échantillons ont d’abord été séchés à l’air libre, puis broyés et tamisés à 2mm. Les analyses ont été 

réalisées selon les protocoles en vigueur au niveau des laboratoires du département Pédologie de 

l’ENSA et de l’INRAA et correspondent à ceux préconisés par Duchaufour (1970) et Aubert (1978).  

Les analyses effectuées sur ces sols sont : 
 

 pH (1/2,5) ; 

 Conductivité électrique (1/5 à 25°C) ;  

 Calcaire total (méthode volumétrique) ; 

 Carbone (méthode Anne) pour le calcul de la matière organique ;  

 Azote total (méthode Kjeldhal) ; 

 Phosphore (méthode Joret-Hebert). 

 

Ces analyses ont été effectuées dans le laboratoire des analyses du sol au niveau du 

département Phytotechnie de l’ENSA. 
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I.3. Milieux de culture  
 

Les tests de caractérisation ont été menés soit dans des boites de Pétri (milieu solide), soit dans 

des tubes à essai (milieu liquide).  

Quatre milieux de culture ont été utilisés (Annexe 1): 

 Le milieu Yeast-Extract Mannitol Agar (YEM) solide avec le Rouge Congo pour l’isolement, 

la culture des isolats et sans le Rouge Congo pour leur caractérisation vis-à-vis du pH ; 

 Le milieu YMB (liquide) pour la caractérisation des souches envers le stress hydrique et pour 

le test du BTB;  

 Le milieu Tryptone Yeast Extract (TY) pour la purification et la caractérisation physiologique 

des souches (stress salin et température) ; 

 Le milieu TY à 80% pour la conservation des souches ; 

 Le milieu TY liquide pour l’inoculation ainsi que pour la caractérisation moléculaire des 

souches. 

 
I.4. Isolement et purification des rhizobia  
 
I.4.1. Stérilisation des nodules 
 

Une grappe ou quelques nodules de la plante sont mis dans de l’eau distillée pendant 30 

minutes (le temps de voir les nodules devenir roses) ; puis les nodules sont lavés plusieurs fois avec de 

l’eau distillée pour les débarrasser des grains de terre et d’autres déchets. 

La stérilisation des nodules se réalise par leur trempage dans de l’eau de Javel (12° diluée à 

25%) pendant 2-3 minutes, tout en agitant le tube, pendant cette période. Ensuite, les nodules sont 

relavés encore plusieurs fois avec de l’eau distillée stérile (EDS) pour les débarrasser de l’eau de Javel. 

 
I.4.2. Extraction et purification 
 

Dans une boite de pétri stérile, on dissèque la grappe en nodules sans les blesser à l’aide d’un 

scalpel stérile et d’une pince (passée à la flamme). Trois nodules pour chaque plante ont été choisis 

pour le reste du protocole. 

Chaque nodule choisi est mis dans un tube contenant 1ml EDS (c’est le témoin) puis transféré 

dans une série de quatre ou cinq tubes de 1ml d’EDS. Dans le deuxième tube de la série à l’aide d’un 

outil stérile, on écrase un nodule pour libérer les bactéries. C’est le tube de la solution mère (SM), à 

partir duquel différentes concentrations de suspensions bactérienne (10-1, 10-2 et 10-3) sont obtenues. 

De chaque tube (T, SM, 10-1, 10-2 et 10-3) 0,3ml sont étalés à la surface d’une boite de Pétri contenant 

du milieu YMA, à l’aide des billes stériles de 0,4mm de diamètre.  
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Après 48h d’incubation à 28°C, les colonies d’aspect gommeux et translucide et de couleur 

rose clair, caractéristique des souches de rhizobiums, sont purifiées par repiquages successifs sur 

milieu YMA.  

Les souches ainsi purifiées et nommées sont conservées à 4°C dans des Eppendorfs contenant 

du milieu TY à 80% incliné. 

 
I.5. Choix d’une collection de travail 

 
De toute la collection de souche de rhizobiums isolée, il n’a été retenu que celles où nous 

sommes sûrs de leur appartenance aux nodules étudiés. Donc, la sélection des souches à étudier a été 

effectuée sur la base d’absence de colonies dans la boite (de pétri) témoin, à l’exception de 3 souches 

dont le témoin présente des contaminations. Le nombre de souches varie de 1 à 4 souches par nodule. 

Le nombre total des souches choisies est de 89 souches (Tab. 6). 

 
Tableau 6: Nombre de nodules, des plantes et des isolats étudiés pour chaque espèce de Hedysarum dans chaque site de 

collecte. 

Espèce Sites Plantes Nodules Isolats Total 

H. coronarium 

19 4 5 10 

43 

20 2 3 7 
21 2 2 7 
22 3 3 7 
23 2 3 5 
24 1 1 1 
36 1 1 2 
C 1 1 4 

H. aculeolatum 

46 1 1 6 
25 47 2 2 8 

48 2 3 11 

H. flexuosum 

41 1 2 6 
15 42 1 1 2 

45 2 2 7 

H. capitatum 
A2 2 2 5 

06 
19 1 1 1 

TOTAL 15 28 33 89 89 

 
 
I.6. Test d’authentification des isolats sur leur plante hôte 

 
La capacité d’induire la formation de nodosités sur la racine de la légumineuse hôte est un 

critère de base dans la caractérisation des rhizobia. Elle reste le seul paramètre sélectif décisif pour 

l’identification des rhizobiums.  

 
I.6.1. Stérilisation du sol et de la tourbe 
 

Le sol est stérilisé 3 fois, espacées de 24 heures, par autoclavage humide pendant 1h à 120°C. 

Ce sol provient d’une parcelle de la Station expérimentale Mahedi Boualem (INRAA). 



Matériel et méthodes 

 39

Il est fortement alcalin (pH 8,4), non salé (CE=0,4ms), riche en matière organique (3,18% MO) 

et peu calcaire (6,86 % CaCO3). 

La tourbe a été stérilisée par autoclavage humide pendant 1h à 120°C dans des tubes à essai (5 

g/tube).  

 

I.6.2. Préparation d’inoculum  

 
L’inoculum est obtenu après la préparation d’une pré-culture et cela par l’ensemencement 

d’une culture récente de 24h dans des tubes à essai contenant 5 ml du milieu TY liquide ; ces derniers 

ont été incubés pendant 24h à 28°C sous agitation rotative à 200 tours/mn. Chaque 2,5 ml de cette pré-

culture a été ensemencé par la suite dans des tubes à essai contenant 20 ml du milieu TY. Ces tubes 

sont incubés sous agitation rotative à 200 tours/mn à 28°C pendant 24h. 

 
I.6.3. Désinfection des graines 
 

Les graines utilisées sont seulement celles de Hedysarum coronarium, variété Grimaldi (variété 

d’origine Italienne), qui nous ont été aimablement fournies par Abdelguerfi A. (ENSA). Elles sont 

désinfectées par trempage pendant 30 secondes dans l’acide sulfurique concentré (95%), puis elles sont  

débarrassées de tout acide par plusieurs rinçages successifs à l’eau distillée stérile. 

 

I.6.4. Inoculation et semis des graines   

 
L’inoculation a été réalisée par la méthode de mélange tourbe-inoculum (Dusting) qui consiste 

à mélanger, avant le semis, la graine avec un substrat à base de tourbe (Deaker et al., 2004). 

Les graines stérilisées sont inoculées avant le semis par immersion pendant trois heures dans un 

mélange contenant l’inoculum (20ml) et la tourbe stérile (5g). Elles sont semées par la suite à raison de 

5 graines par pot (15x10mm) à une profondeur de 2 cm environ. Les pots sont humectés 24 heures 

avant le semis. Ainsi, 10 pots non inoculés sont utilisés en tant que témoin pour s’assurer des 

conditions d’asepsie de la culture des plantes. Ces derniers sont ensuite placés dans une serre en verre, 

et arrosés régulièrement tous les quatre jours avec de l’EDS pour éviter toute contamination extérieure. 

Au bout de 4-5 semaines, les plantes sont déterrées et inspectées pour la présence ou l’absence de 

nodosités. 

 

II. Caractérisation des isolats 

 

II.1. Caractérisation physiologiques des isolats 
 

La caractérisation phénotypique traditionnelle est toujours admise comme une étape 

primordiale pour l’identification et la séparation des bactéries nouvellement isolées (Konate, 2007). 

Elle permet, d’une part, de mettre en évidence l’étendue des variations phénotypiques qui existent 
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entre les souches et, d’autre part, d’exploiter ces variations pour la sélection des souches efficientes, 

compétitives et indifférentes aux divers stress environnementaux. 

En effet, les facteurs environnementaux affectent tous les aspects de la fixation symbiotique d’azote. 

Parmi les facteurs les plus importants figurent la salinité, le pH, la température et le stress hydrique. La 

tolérance à ces quatre facteurs a été évaluée pour les 89 souches choisies de la collection de notre 

étude. 

Une échelle de notation des bactéries a été retenue pour l’ensemble des caractères 

physiologiques étudiés qui est : 

0 : pas de croissance 

+ : faible croissance 

++ : croissance modérée ou moyenne 

+++ : croissance optimale (correspond à la croissance du témoin sans stress) 

 
II.1.1. Tolérance à la salinité(NaCl) 
 

La tolérance à la salinité (NaCl) des souches est déterminée par l’estimation visuelle de leur 

croissance sur un milieu de culture TY solide renfermant des teneurs croissantes en NaCl à raison de 

deux répétitions (deux boites) pour chaque souche et pour chaque concentration. Le sel a été ajouté au 

milieu avant autoclavage à des concentrations variant de 200 mM à 2000mM. C’est ainsi que dix 

concentrations salines sont retenues dans ce travail : 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800 

et 2000 mM. Les boîtes de Pétri sont inoculées à partir des pré-cultures bactériennes préparées sur 

milieu TY solide sans sel. La croissance des bactéries est estimée visuellement après 48h d’incubation 

à 28°C en comparaison à un témoin sans sel pour chaque isolat séparément. 

 
II.1.2. Tolérance au stress hydrique 

 
L’évaluation de la tolérance des isolats au stress hydrique a été effectuée sur milieu YMB 

liquide à pH 7 ajusté à des potentiels hydriques de -0,5 et -1,5 MPa en ajoutant successivement: 188,35 

et 356 g/l du polyéthylène glycol 6000 (PEG6000) (Elboutahiri et al., 2010 ; Thami-Alami de l’INRA 

Maroc, communication personnelle). 

Le milieu YMB additionné à la concentration adéquate du PEG6000 est inoculé avec 0,1 ml 

d’une préculture (24h) de chaque isolat à raison de deux répétitions. Ainsi, un témoin (milieu YMB 

sans PEG6000) a été réalisé pour chaque isolat. 

Après 48h d’incubation à 28°C sous agitations rotative à 200tr/min, la tolérance au stress au 

stress hydrique a été déterminée visuellement en notant la présence ou l’absence de la turbidité. 
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II.1.2. Tolérance à la température 
 

Ce test a été réalisé sur le milieu de culture du TY solide et selon la procédure décrite 

précédemment pour la tolérance à la salinité.  

La capacité des souches à tolérer différentes températures a été notée après 48h d’incubation 

des boites ensemencées à 24, 32, 36 et 40°C, en comparaison à un témoin à 28°C pour chaque isolat.  

 

II.1.3. Tolérance au pH 

 
L'évaluation de la tolérance des souches aux différents pH a été effectuée sur du YMA selon la 

procédure décrite pour les tests précédents. Le pH du milieu a été ajusté avec la solution tampon 

phosphaté (K2HPO4/ KH2PO4 ou Na2HPO4/ KH2PO4). C’est ainsi que deux pH différents sont retenues 

dans ce travail: 6 et 8. 

La notation de la croissance s’effectuée après incubation des boites ensemencées à 28°C 

pendant 48h, en comparaison au témoin correspond à chaque isolat. 

 
Tendance du pouvoir acidifiant ou alcalinisant des isolats (Test du BTB) 
 

Le pouvoir acidifiant ou alcalinisant des isolats a été évaluée après 24 heures d’incubation sous 

agitation rotative (200 tr/min) à 28°C des tubes à essai inoculés contenant 5ml du milieu TY liquide 

additionné d’un indicateur de pH (virage à pH 6 et pH 7,6), le bleu de bromotymol (BTB), à une 

concentration de 0,0025% (w/v) (Annexe 2).  

Le pouvoir a été identifié par le changement de la coloration des tubes ensemencés en 

comparaison aux tubes témoins (non ensemencés): une coloration jaune indique une réaction acide 

(souche acidifiante) et une coloration bleu foncé indique une réaction basique (souche alcalinisante). 

Lorsque ce virage n’est pas obtenu et un trouble bactérien révélateur de croissance est observé à l’œil 

nu, la souche est considérée comme neutre.   

 

II.2. Caractérisation moléculaire des isolats 

 
II.2.1. Principe de la PCR 
 

Une réaction de PCR standard correspond à la succession d’une quarantaine de cycles 

comportant chacun trois étapes à savoir la dénaturation, l’hybridation et l’élongation. 

La polymérisation se réalise dans un mélange réactionnel contenant de faibles quantités d'ADN 

possédant la séquence à amplifier, les deux amorces nucléotidiques complémentaires des séquences 

qui encadrent la cible à amplifier, l’enzyme Taq polymérase et un mélange des quatre dNTP (dATP, 

dTTP, dCTP et dGTP).  
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II.2.2. Préparation des isolats 
 

Les isolats sont cultivés sur TY liquide, incubés à 28°C sous agitation (180 tr/min) pendant 48h 

et sont utilisés directement pour la PCR.  

 
II.2.3. Conditions d’amplification 
 

L’amplification est réalisée dans un volume réactionnel de 25 µl comprenant : 5 µl du tampon 

de réaction (Gitschier Buffer 5x); 0,4 µl du Bovine Serum Albumin (BSA) (10mg/ml); 2,5 µl du 

DMSO (100%); 1,25 µl des dNTP (1:1:1:1); 1µl d’amorce BOXA1R (1µg/1µl), 5'-

CTACGGCAAGGGGACGCTGACG-3'); 0,4 µl de Taq polymerase (50µg/ml) (kit Invitrogen). 

L’amplification de l’ADN a été conduite dans un thermocycleur (GeneAmp PCR Système 

9700) selon le programme suivant : 

- Une dénaturation initiale de l’ADN à 95°C en 2 min. 

- Dénaturation de l’ADN à 94°C en 0:03 min 

- Hybridation de l’amorce à 92°C en 0:30 min         35 cycles 

- Polymérisation des amorces à 50°C en 1 min 

- Elongation finale à 65°C en 8 min. 

- Maintient d’ADN amplifié: 4°C, +∞ 

 

II.2.4. Migration sur gel d’agarose 

 
A la fin de l’amplification et pour matérialiser et interpréter les résultats de Box-PCR, 10µl de 

chaque produit d’amplification, additionné de 3µl du tampon de charge (Blue de bromophénol), ont été 

déposés sur un gel d’agarose horizontal de 1.5% (Annexe 3) contenant du bromure d’éthidium (1µl de 

BET/25µl de TBE) dans la cuve d’électrophorèse recouverte du tampon d’électrophorèse (TBE 1x). 

Afin d’obtenir la migration des fragments d’ADN, une impulsion électrique de 80V, 110 mA a 

été appliquée pendant 9 heures.  

Le1Kb (Marker ladder) a été utilisés comme marqueur de taille lors de chaque migration 

effectuée.  

 
II.2.5. Visualisation des bandes 
 

Après électrophorèse, la visualisation des bandes est réalisée sur un transilluminateur UV 

(ETX-F26.M), puis photographiées par une caméra digitale et à l’aide du logiciel Doc -ItLS version 

6.5.2.a.  
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III. Analyse des données 
 

Les résultats de l’ensemble des tests physiologiques ont été présentés sous forme de graphes à 

l’aide du logiciel Excel (Office 2007). Ces graphes permettent une meilleure compréhension des 

résultats. 

Pour les résultats de la caractérisation moléculaire, la notation des profils génotypiques a été 

réalisée par un système binaire : 1 pour la présence et 0 pour l’absence de chaque bande BOX pour 

chaque isolat. 

Ce tableau binaire a servi de base pour la construction des dendrogrammes en utilisant la 

méthode UPGMA (Unweighted Pair Group of Mean Averages) à l’aide du logiciel M.V.S.P. (Multi-

Variate Statistical Package) version 3.12 de kovach computing services. 
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I. Caractérisation physico-chimiques des sols  

 
 Le tableau 7 récapitule les résultats d’analyses physicochimiques des sols prélevés de chaque 

site prospecté. 

A l’exception du sol du site 46B qui a une valeur de CE de 1,25 mS/cm, touts les sols sont très 

faiblement affecté par la salinité car les valeurs de leurs CE varient de 0,11 à 0,46 mS/cm.  

Sur les 14 sols analysés, 12 sont fortement alcalins ayant un pH de 8,1 à 8,67 et deux sites (23 

et 46B) sont légèrement alcalins (pH 7,96 et 7,5 respectivement).     

Les sols enregistrent des taux très différents en matière organique; certains (19, 20 et 23) sont pauvres 

en matière organique (< 1,5% MO), d’autres (41, 47 et 48) sont relativement assez riches (1,69 à 

2,43%). Les sols des sites 21, 22, 24, 36, 42, 46A et 46B sont riche en matière organique car leurs taux 

sont supérieurs à 2,5% (2,54 à 7,3%). 

 
Tableau 7: Caractéristiques physico-chimiques des échantillons de sols. 

Site 
CE 

(ms) 
pH 
Eau 

MO 
(%) 

CaCO3 
(%) 

C (%) N (%) C/N 
P 

(ppm) 

19 0.18 8.27 1,4 6,1 0,8 0,05 16 0,274 

20 0.15 8.33 1,4 5,9 0,8 0,08 10 0,207 

21 0.21 8.19 7,3 3,5 4,3 0,27 15,93 0,329 

22 0.25 8.47 6,4 16,3 3,7 0,16 23,13 0,37 

23 0.25 7.96 1,4 1,1 0,8 0,06 13,33 0,709 

24 0.18 8.67 4,6 2 2,7 0,2 13,5 0,461 

36 0,11 8,3 3,14 39< 1,85 0,007 264,29 0,273 

41 0,28 8,4 2,43 22,71 1,42 0,0035 405,71 0,168 

42 0.42 8,1 3,07 18,43 1,78 0,0088 202,27 0,107 

45 0.33 8,4 3,28 30,86 1,91 0,0035 545,71 0,128 

46A 0.32 8,2 3,17 17,14 1,46 0,007 208,57 0,302 

46 B 1.25 7,5 2,54 38,16 1,48 0,007 211,43 0,094 

47 0.44 8,2 1,9 35,14 1,11 0,0053 209,43 0,087 

48 0.46 8,6 1,69 10,71 0,98 0,0035 280 0,081 

CE : conductivité électrique ; MO : matière organique ; C : carbone, N : azote total, C/N : rapport carbone/azote, P : phosphore 
 

En ce qui concerne le taux de calcaire, les sols (21, 23 et 24) sont légèrement pourvu en 

calcaire (<5% CaCO3), les sols 19, 20 sont peu calcaires (6,1 et 5,9% respectivement), alors que les 

sols 22, 41, 42 46A et 48 sont moyennement calcaires avec des valeurs comprises entre 10,71 et 

22,71%. Les sols notablement calcaires sont représentés par les sites 45, 46B et 47 qui ont un taux de 

calcaire supérieur à 25%.   

Les teneurs en azote total sont généralement inférieures à 0,5% et sont donc très faibles.  

Les valeurs obtenues pour le phosphore assimilable sont inférieures à 50 ppm, ceci signifie que 

touts les sols sont très pauvres en phosphore.  

II. Constitution d’une collection de rhizobia nodulant le genre Hedysarum 
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 L'isolement des bactéries à partir des nodules racinaires des plantes de quatre espèces du genre 

Hedysarum collectés des différentes zones géographiques en Algérie nous a permis de constituer une 

collection très importante de 431 souches (Tab. 8).  

Vu le nombre très important des souches isolées, nous n’avons étudié que celles provenant 

sûrement des nodules (absence de colonies chez le témoin : nodule et eau stérile). Elles sont au nombre 

de 89 souches. Le nombre de souches issus de chaque espèce dans chaque site de collecte figure dans 

le tableau 8.  

Les souches choisies ont fait l’objet d’un test d’authentification. Elles ont induit la formation 

des nodosités sur les racines des plantules inoculées contrairement aux témoins sans inoculation (Fig. 

8). 

Elles ont formé sur le milieu YEM solide des colonies circulaires de 1 à 3 mm de diamètre d’un 

aspect gommeux translucide ou crémeux et ont pu être visibles en 1 à 2 jours d’incubation à 28°C. 

Ceci indique que nos isolats sont des rhizobia à croissance rapide. La même observation a été 

rapportée par Benguedouar et  Squartini (2005), chez deux isolats A1 et A6 provenant de la région de 

Constantine. 

 
Tableau 8: Détail de la collection constituée. 

 
 
 
 
 
 
 

* : un site est commun entre deux espèces. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Espèces Sites Plants Nodules Souches 

H. coronarium 09 24 54 238 
H. aculeolatum 03 11 18 82 
H. flexuosum 03 07 15 67 
H.capitatum 04 49 12 44 

TOTAL 18* 91 99 431 
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Figure 08: Racines de Hedysarum coronarium var Grimaldi nodulées par différentes souches. 

 

 
 La collection des souches choisies pour l’étude présente différents aspects sur le milieu de 

culture YEM solide, de ce fait elles ont été classées en 5 types (Tab. 9): 

 
Type 1: les souches présentent un aspect complètement gélatineux (Fig. 9A), il compte 42 souches et  

             appartiennent aux quatre espèces étudiées ; 

Type 2: les souches présentent des extrémités gélatineuses entourant un milieu sec (Fig. 9B) ; 

Type 3: les souches présentent des extrémités secs non ramifiées (Fig. 9C) ; 

Type 4: rassemble des souches ayant des extrémités secs ramifiées (Fig. 9D) ; 

Type 5: ce type ne contient que 2 souches isolées de H. coronarium, elles s’étalent et forment un  

 aspect continu.  
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Tableau 9: Les 5 types distingués de souches. 

Type Espèce Nombre Total 

1 

H. coronarium 13 

42 
H. aculeolatum 14 
H. flexuosum 13 
H.capitatum 2 

2 
H. coronarium 2 

7 H. flexuosum 2 
H.capitatum 3 

3 
H. coronarium 8 

12 
H. aculeolatum 4 

4 
H. coronarium 18 

26 H. aculeolatum 7 
H. capitatum 1 

5 H. coronarium 2 2 

 
 
 

 
Figure 09: Typologie des isolats selon leurs aspects sur le milieu YEM. A: Type 1, B: Type 2, C: 

Type 3, D: Type 4. 
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III. Caractérisation physiologique des souches 

 

III.1. Tolérance à la salinité  
 
III.1.1. Hedysarum coronarium  
 
Les souches de H. coronarium étudiées se sont avérées très tolérantes à des concentrations 

élevées en NaCl (Annexe 4). Leur croissance est identique à celle des témoins jusqu’à une 

concentration de 1000 mM NaCl. Au-delà de cette concentration, certaines souches ont moins 

poussées que leurs témoins et à partir de 1800 mM certaines d’entre elles n’ont pas poussées. 

Toutefois, 79,07% des souches peuvent tolérer, à des degrés différents, jusqu’à une concentration de 

2000 mM NaCl (Fig. 10). Parmi ces souches, DZ.C.3.3.2, DZ.C.3.3.3, DZ.19.1.2.2, DZ.19.2.1.3 et 

DZ.22.1.3.2 ont révélées une croissance optimale.  
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Figure 10: Comportement des souches nodulant H. coronarium à différentes concentrations de NaCl. 
(0 : pas de croissance des bactéries, + : faible croissance des bactéries, ++ : moyenne croissance des bactéries, 

+++ : croissance optimale). 
 

III.1.2. Hedysarum aculeolatum 
 

La figure 11 montre que, comme chez l’espèce précédente, touts les isolats de H. aculeolatum 

se comportent comme leurs témoins jusqu’ à une concentration de 1000 mM de NaCl. Leur croissance 

commence à être inhibée à partir de 1600 mM de NaCl (Annexe 4). A 2000 mM NaCl, 36% seulement 

des souches étudiées ont pu croître, dont deux souches seulement (DZ.46.2.1.6, DZ.47.3.2.3) ont 

montré une croissance optimale.  
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Figure 11: Comportement des souches nodulant H. aculeolatum à différentes concentrations de NaCl. 
(0 : pas de croissance des bactéries, + : faible croissance des bactéries, ++ : moyenne croissance des bactéries, 

+++ : croissance optimale). 
 
 

III.1.3. Hedysarum flexuosum  
 
Les résultats obtenus (Fig. 12) indiquent que l’ensemble des isolats étudiés tolère jusqu'à 1600 

mM NaCl à l’exception de deux souches DZ.41.2.2.3 et DZ.45.2.2.1 qui n’ont pas pu croître à cette 

concentration. Cependant, huit souches étudiées croissent jusqu’à 2 M de NaCl (Annexe 4) dont 

seulement trois d’entre elles ont une croissance comparable à leurs témoins. Il s’agit des souches 

DZ.41.2.2.4,  DZ.41.2.3.1 et DZ.42.2.1.1. 
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Figure 12: Comportement des souches nodulant H. flexuosum à différentes concentrations de NaCl. 

(0 : pas de croissance des bactéries, + : faible croissance des bactéries, ++ : moyenne croissance des bactéries, 
+++ : croissance optimale). 
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III.1.4. Hedysarum capitatum 

 
L'étude de la croissance des souches isolées de nodules de H. capitatum, selon différentes 

concentrations de NaCl, a mis en évidence une très grande tolérance à la salinité (Annexe 4). Seule la 

souche DZ.A2.2.2.2 n’a pas pu pousser en présence de 1800 mM NaCl, alors que les cinq autres 

souches testées croissent comme leurs témoins (Fig. 13). Par ailleurs, seules les souches DZ.19.1.2.3 et 

DZ.A2.2.2.3 ont montré une croissance optimale à 2000 mM NaCl. 
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Figure 13: Comportement des souches nodulant H. capitatum à différentes concentrations de NaCl. 
(0 : pas de croissance des bactéries, + : faible croissance des bactéries, ++ : moyenne croissance des bactéries, 

+++ : croissance optimale). 
 
 

Comparaison entre les isolats des 4 espèces du genre Hedysarum 
 
La mise en culture des souches des quatre espèces de Hedysarum sur milieu YEM à différentes 

concentrations de NaCl (Fig. 14) révèle une grande tolérance à la salinité. Le comportement des 

souches vis-à-vis du NaCl est variable selon les espèces hôtes du genre Hedysarum (Annexe 4). La 

figure 14 montre que la tolérance à la salinité diminue progressivement en fonction de l’augmentation 

de la concentration en sel quelle que soit l’espèce hôte. En effet, toutes les souches tolèrent le sel à une 

concentration de 1,4 M NaCl. Au-delà de cette concentration les souches isolées de H. coronarium et 

de H. capitatum sont plus tolérantes que celles isolées de H. flexuosum et de H. aculeolatum. 

Toutefois, 83,33%, 79,07% ; 53,33% et 36% des souches isolées respectivement de H. capitatum, de 

H. coronarium, de H. flexuosum et de H. aculeolatum peuvent tolérer jusqu’à une concentration de 2 

M NaCl (Fig. 14). Il est à signaler qu’une diversité de comportement a été remarquée entre les souches 

issues de la même nodosité (diversité intra-nodulaire). La tolérance au sel qui caractérise les souches 

étudiées n’est pas en rapport avec le taux de salinité des sols d’origine, car une variabilité de 
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comportement entre les souches d’un même site a été enregistrée, à titre d’exemple la souche 

DZ.22.1.3.2 a montré une croissance identique à son témoin en présence de 2000 mM NaCl alors que 

la croissance de la souche DZ.22.3.2.3 isolée du même site a été affectée par la concentration de 1200 

mM NaCl. Aussi certaines souches (DZ.48.2.1.2, DZ.48.2.1.4 et DZ.48.3.1.3) sont moins résistantes 

que d’autres malgré que leur site d’isolement présente la valeur la plus élevée de conductivité 

électrique (0,46ms). 
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Figure 14: Comportement des souches des quatre espèces du genre Hedysarum à différentes concentrations de NaCl. 
 
 
DISCUSSION 

 
D’après nos résultats, 83,33%, 79,07%, 53,33% et 36% des souches isolées respectivement de 

H. capitatum, de H. coronarium, de H. flexuosum et de H. aculeolatum peuvent croître en présence de 

2000 mM NaCl. Cette tolérance est plus importante chez les souches isolées de H. coronarium et de H. 

capitatum que celles isolées de H. flexuosum et de H. aculeolatum, ce qui est partiellement en accord 

avec les résultats de Kishinevsky et al. (2003) qui ont constaté que les isolats de H. coronarium et de 

H. flexuosum sont plus sensibles que ceux de H. spinosissimum à des concentrations comprises entre 

171,12 et 342,23 mM NaCl en milieu YMA. Tilak et al. (2005) avaient aussi rapporté que les 

rhizobiums isolés des nodules des légumineuses telle que Hedysarum peuvent, en culture pure, tolérer 

une concentration de 500-800 mM NaCl. La variabilité du comportement des rhizobiums que nous 

avons observée chez Hedysarum par rapport au sel a été également décrite par Elboutahiri et al. 

(2010) sur 157 isolats de Sinorhizobium meliloti et 62 isolats de Rhizobium sullae. 

Parmi les facteurs environnementaux, la salinité limite, d’une manière délétère, la fixation 

symbiotique de l’azote atmosphérique (Ben Khaled et al., 2003). Les deux composantes impliquées 
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dans la sensibilité de la symbiose au sel sont, d’une part, le développement et le fonctionnement des 

nodosités et, d’autre part, la croissance et l’aptitude des organes photosynthétiques à approvisionner 

les nodosités en photosynthétats (Saadallah et al., 2001).  

Selon la littérature, la plupart des bactéries se révèlent tolérantes au sel (Saadallah et al., 

2001), que se soit en culture pure (El Sheikh et Wood 1990; Reva et al., 2002) ou dans le sol (Tilak 

et al., 2005). Leur capacité à supporter le sel dépasse souvent celle des plantes hôtes (Saadallah et al., 

2001), elle varie considérablement d’une espèce à l’autre et d’un type de sel à l’autre (El Sheikh et 

Wood, 1989). Toutefois, pour la plupart des rhizobia la limite de tolérance au sel est de 1.5% (256,67 

mM de NaCl) (Batzli et al., 1992).  

Au-delà, une grande osmotolérance chez les souches est observée par plusieurs auteurs, elle 

peut atteindre 10% (El Sheikh et Wood 1990 ; Zahran et al., 1994).  

La limite de tolérance à la salinité entre les rhizobia peut varier considérablement même entre 

les souches de la même espèce (Kassem et al., 1985). Il a été rapporté que chez la même espèce 

Rhizobium leguminosarum, il existe des souches dont la croissance est inhibée par 150 mM NaCl (Rai, 

1983) et d’autres qui supportent 350 mM NaCl (Breedveld et al.,  1993). 

Certains auteurs (Jordan, 1984 ; El Sheikh et Wood, 1989 et 1990) ont montré qu’il existe 

une relation entre la rapidité de croissance et la résistance au sel: ceux à croissance rapide seraient plus 

tolérantes au stress salin que ceux à croissance lente. Par contre, d’autres ont montré que la tolérance 

au sel n’est pas corrélée avec le taux de croissance (Zerhari et al., 2000) mais à d’autres mécanismes 

physiologiques et biochimiques (Gouffi et al., 1999). Au niveau de notre travail les souches sont 

toutes de croissance rapide ce qui n’a pas permis de voir s’il y a une corrélation ou non avec la vitesse 

de croissance.  

La résistance des rhizobia à la salinité dépend aussi de la nature chimique des sels, les chlorures 

sont plus toxiques que les sulfates (El Sheikh et Wood, 1989).  

L’adaptation des bactéries aux fortes concentrations en sel est due à leur faculté de synthèse et 

d’accumulation intracellulaire des osmolytes organiques protecteurs principalement les ion K
+
, 

glycine, betaïne, proline, glutamate, divers glucides et N-acetylglutaminyl-glutamine amide, afin de 

maintenir la turgescence de la cellule et de limiter les dégâts causés par le sel (Boncompagni et al., 

1999 ; Gouffi et al., 1999). 

 

III.2. Tolérance au stress hydrique  

 

III.2.1. Hedysarum coronarium 
 
Touts les isolats ont montré une résistance plus ou moins importante envers les deux potentiels 

hydriques testés -0,5 et -1,5 MPa (Fig. 15, Annexe 4). Le nombre d’isolats ayant une croissance 
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comparable à celle du témoin est très restreint, 3 souches (DZ.21.2.2.1’, DZ.21.2.2.3, DZ.22.1.3.2) 

pour un potentiel hydrique de -0,5MPa et une seule souche (DZ.21.2.2.3) pour -1,5MPa (Annexe 4). 

La plupart des souches ont révélé une croissance moyenne à faible par rapport à leurs témoins, sous     

-0,5 et -1,5 MP respectivement. La souche DZ.22.3.2.4 est la plus tolérante, elle a montré une 

croissance identique à son témoin sous les deux potentiels hydriques testés. 
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Figure 15: Comportement des souches nodulant H. coranarium à différents potentiels hydriques. 
(0 : pas de croissance des bactéries, + : faible croissance des bactéries, ++ : moyenne croissance des 

bactéries, +++ : croissance optimale). 
 

 

III.2.2. Hedysarum aculeolatum  
 
La totalité des souches a pu survivre sous les deux potentiels hydriques testés -0,5 et -1,5 MPa 

(Fig. 16, Annexe 4). La plupart des souches ont révélé une croissance moyenne, par rapport à leurs 

témoins, quel que soit le potentiel hydrique engendré. A l’exception de la souche DZ.46.2.1.1 qui 

présente une croissance comparable à son témoin sous un potentiel hydrique de -0,5 MPa, aucune 

souche n’a eu cette capacité quel que soit le potentiel hydrique appliqué (Fig. 16).  
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Figure 16: Tolérance des souches nodulant H. aculeolatum à différents potentiels hydriques. 
(0 : pas de croissance des bactéries, + : faible croissance des bactéries, ++ : moyenne croissance des 

bactéries, +++ : croissance optimale). 
 

 

III.2.3. Hedysarum  flexuosum  
 
L’ensemble des isolats se sont avérés capables de croître sous -0,5 et -1,5MPa. La majorité des 

souches ont montré une croissance moyenne à faible par rapport à leurs témoins, sous un potentiel 

hydrique de -0,5MPa et -1,5MPa respectivement. Sous -1,5MPa seule la souche DZ.45.2.2.1 a montré 

une croissance moyenne, toutes les autres souches ont montré une faible croissance. Aucune souche 

n’a révélé une croissance comparable à son témoin ni sous un potentiel hydrique de -0,5MPa ni de        

-1,5MPa (Fig. 17, Annexe 4).  
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Figure 17: Comportement des souches nodulant H. flexuosum à différents potentiels hydriques. 
(0 : pas de croissance des bactéries, + : faible croissance des bactéries, ++ : moyenne croissance des 

bactéries, +++ : croissance optimale). 
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III.2.4. Hedysarum capitatum 

 

Toutes les souches ont montré une capacité de croître quel que soit le potentiel hydrique auquel 

elles sont soumises. Pour un potentiel hydrique de -0,5MPa la plupart des souches ont une croissance 

faible à moyenne par rapport leurs témoins, alors que pour la valeur de -1,5MPa toutes les souches ont 

une faible croissance. Pour les deux valeurs de potentiels hydriques, aucune souche n’a pu croître 

comme son témoin (Fig. 18, Annexe 4). 
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Figure 18: Comportement des souches nodulant H. capitatum à différents potentiels hydriques. 
(0 : pas de croissance des bactéries, + : faible croissance des bactéries, ++ : moyenne croissance des 

bactéries, +++ : croissance optimale). 
 
 

Comparaison entre les isolats des 4 espèces du genre Hedysarum 
 

L’incubation des souches isolées des quatre espèces de Hedysarum, dans un milieu YM liquide 

de différents potentiels hydriques (-0,5 et -1,5MPa), a montré une certaine tolérance au stress et qui 

varie, d’une part, entre les souches de la même espèce hôte et, d’autre part, entre les souches des 

différentes espèces hôtes (Annexe 4). La figure 19 montre que la totalité de souches ont pu croître 

quelle que soit son espèce hôte et quel que soit le potentiel hydrique testé. Cependant, le nombre 

d’isolats ayant une croissance comparable à celle de leurs témoins est très restreint. Les souches 

isolées de H. coronarium et de H. aculeolatum se sont avérées plus tolérantes que celles isolées de H. 

flexuosum et de H. capitatum.  

Une variabilité de tolérance entre les souches issues de la même nodosité (diversité intra-

nodulaire) a été enregistrée en particulier chez celles isolées de H. coronarium. Cependant, aucune 

corrélation n’a été observée entre l’étage bioclimatique et la tolérance des souches au stress hydrique. 
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Figure 19: Comportement des souches du genre Hedysarum à différents potentiels hydriques. 
 
 
DISCUSSION 
 
 D’une façon générale, les 89 souches étudiées se comportent indifféremment par rapport à leurs 

témoins quel que soit l’espèce hôte sous les deux potentiels hydriques testés (-0,5 et -1,5 MPa). Ces 

résultats rejoignent ceux mentionnés par Elboutahiri et al. (2010) sur S. meliloti et confirment que 

82,16% (sur 157 isolats) des isolats ont toléré un potentiel hydrique de -1,5MPa. Le même auteur 

Elboutahiri (2009), a enregistré une diversité de tolérance au sein de 62 isolats de R. sullae pour le 

même potentiel hydrique. 

 Le stress hydrique a des effets délétères sur la croissance et la survie des populations 

rhizobiennes dans le sol, sur le développement et le fonctionnement des nodosités et, donc, sur la 

capacité fixatrice de l'association symbiotique (Yang et al., 2008). Le manque d’humidité réduit la 

densité de population rhizobiale dans le sol (Tate, 1995). Les souches de rhizobia à croissance rapide 

sont plus sensibles au stress hydrique par rapport aux souches à croissance lente (Bushby et Marshall, 

1977).  

 

III.3. Tolérance à la température   
 

III.3.1. Hedysarum coronarium  
 
Toutes les souches présentent une  croissance optimale à des températures allant de 24 à 36°C 

(Fig. 20, Annexe 4). A 40°C, 41,86% des souches se sont avérées incapables de croître alors que 

32,56%, 11,63% et 13,95% ont montré une croissance faible, moyenne et optimale, respectivement. 
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Figure 20: Comportement des souches nodulant H. coronarium à différentes températures. 
(0 : pas de croissance des bactéries, + : faible croissance des bactéries, ++ : moyenne croissance des 

bactéries, +++ : croissance optimale). 
 

III.3.2. Hedysarum aculeolatum  

 

Une certaine sensibilité des souches de cette espèce a été remarquée sous la température de 

24°C. En effet, près de 25% des souches ont une croissance faible à moyenne sous cette dernière 

température. Toutes les souches présentent une croissance identique à leurs témoins pour les 

températures 32 et 36°C. La température de 40°C inhibe complètement la croissance de 20% des 

souches étudiées (Fig. 21, Annexe 4).  
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Figure 21: Comportement des souches nodulant H. aculeolatum à différentes températures. 
(0 : pas de croissance des bactéries, + : faible croissance des bactéries, ++ : moyenne croissance des 

bactéries, +++ : croissance optimale). 
 

 

 

 

 
 

 



Résultats et Discussion 

 

 58

III.3.3. Hedysarum flexuosum  

 

Tous les isolats étudiés se sont révélés capables de croître comme leurs témoins dans une 

gamme de température variant de 24 à 36°C, alors que pour une température de 40°C seulement 60% 

des souches ont cette caractéristique (Fig. 22, Annexe 4).  
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Figure 22: Comportement des souches nodulant H. flexuosum à différentes températures. 
(0 : pas de croissance des bactéries, + : faible croissance des bactéries, ++ : moyenne croissance des 

bactéries, +++ : croissance optimale). 
 

III.3.4. Hedysarum capitatum 
 
Les résultats obtenus indiquent que les températures allant de 24 à 36°C ne présentent aucun 

effet sur la croissance de la totalité des souches étudiées qui ont montré une croissance identique à 

leurs témoins. En revanche, la température de 40°C a diminué la croissance de 16,67% des souches 

(faible croissance) et a inhibé complètement la croissance de 50% des souches étudiées (Fig. 23, 

Annexe 4). 
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Figure 23: Comportement des souches nodulant H. capitatum à différentes températures. 
(0 : pas de croissance des bactéries, + : faible croissance des bactéries, ++ : moyenne croissance des 

bactéries, +++ : croissance optimale). 
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Comparaison entre les isolats des 4 espèces du genre Hedysarum 
 

L’étude de la tolérance des souches vis-à-vis des températures allant de 24 à 40°C a montré que 

le comportement de la totalité des souches à 32 et 36°C est identique à leurs témoins. A 24°C, la quasi-

totalité des souches présentent une croissance optimale (identique à leurs témoins 28°C) à l’exception 

de H. aculeolatum. Autrement dit, les températures de 24, 32, et 36 ne sont pas un facteur limitant pour 

la croissance des rhizobiums du genre Hedysarum. . 

Pour la température 40°C, les souches isolées de H. coronarium (41,86 % de souches ont été 

inhibées) se sont avérées les plus sensibles des quatre espèces. En effet, 33,33%, 20% et 0% et des 

souches respectivement de H. capitatum, de H. aculeolatum, de H. flexuosum sont inhibées par la 

température 40°C (Fig. 24). 

D’après les résultats enregistrés, il n’existe pas une corrélation entre les caractéristiques 

écologiques des sites d’origine des souches et leur comportement vis à vis des températures extrêmes 

car on a noté que les souches isolées des sites subhumides (21, 22, 23) peuvent supporter les 

températures élevées de 36 et 40°C au même degré que celles isolées des sites semi-arides (A2). 
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Figure 24: Comportement des souches du genre Hedysarum vis à vis des différentes températures. 
 
 
DISCUSSION 
 
  D’après nos résultats 71,91% des souches peuvent croître à une température de 40°C. 

  Nos résultats sont en accord avec ceux de Kishinevsky et al. (2003) qui ont rapporté que 15/15, 

4/4 et 9/18 des souches isolées des nodules de H. coronarium, de H. flexuosum et de H. spinosissimum 

se sont révélées capables de croître à 15 et à 37°C.  
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  Elboutahiri et al. (2010) ont également montré que, sur 157 isolats de Sinorhizobium meliloti, 

57,96% des isolats tolèrent une température de 40°C. Pour la même température, Alemayehu (2009) a 

trouvé que 11/ 12 (91,67%) des isolats nodulant la fève (Vicia faba) sont tolérants.  

  La température est l'un des facteurs les plus importants influençant la croissance et la survie des 

rhizobia dans le sol (Nutman, 1975 ; Dart, 1977 ; Parker et al., 1977 ; Meghvansi, 2006). 

Bien que des différences de tolérance à la température entre les rhziobia sont établies, les 

données de la littérature considèrent que la fourchette situant entre 10°C et 37°C est relativement 

correcte pour la culture des rhizobia et que la température optimale de croissance de la plupart des 

souches varie entre 28 et 31°C; par conséquent, un grand nombre ne peuvent se développer au-delà de 

37°C (Graham, 1992 ; Gouffi et al., 1999). Toutefois, il existe des souches qui tolèrent des 

températures extrêmes comme celles isolées dans l’environnement chaud et sec de la savane du sahel 

en Afrique et qui peuvent tolérer des températures au-delà de 40°C (Karanja et Wood, 1988). Ainsi, 

il a été rapporté que les bradyrhizobia sont plus thermotolérants que les souches à croissance rapide 

(Robert et al., 1982).  

L’effet des basses températures sur les rhizobiums est moins rapporté par rapport aux 

températures élevées (Lynch et Smith, 1993).  

L’exposition aux hautes températures retarde l’initiation nodulaire et affecte la différenciation 

des rhizobia en bactéroïdes ainsi que le fonctionnement de la nodosité (Graham, 1992 ; Bordeleau et 

Prevost, 1994 ; Zahran, 1999).  

Dans les inoculums préparés, la survie des rhizobia peut être sévèrement affectée par les 

températures élevées de stockage (Brockwell et Phillips, 1965). A l’opposé, les basses températures 

extrêmes inhibent l’expression des gènes nod et donc l’infection et la nodulation et diminuent l'activité 

nitrogénasique (Waughman, 1977 ; Zhang et al., 1996). 

La sélection des souches de rhizobiums thermotolérantes constitue un moyen prometteur pour 

surmonter le stress hydrique (Nutman, 1975 ; Parker et al.,  1977 ; Mpepereki et al., 1997). 

La corrélation entre la tolérance des souches à la température et leur origine géographique n’a 

pas encore été bien élucidée. Plusieurs auteurs ont rapporté, comme dans notre travail, que la tolérance 

aux températures est complètement indépendante de la température du site d’isolement (Mohamed et 

al., 2000 ; El-Hillali, 2006). Alors que d’autres ont signalé l’existence d’une corrélation entre la 

thermotolérance des souches et la température du site d’isolement (Wilkins, 1967 ; Dart et al., 1975).  
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III.4. Tolérance aux pH 
 
III.4.1. Hedysarum coronarium  

 
Les résultats obtenus indiquent qu’à l’exception de la souche DZ.22.3.2.4 (pour un pH de 8), 

tous les autres isolats sont capables de pousser. Le pourcentage de souches ayant une croissance 

optimum est de 95,35% et 81,39% à pH 6 et 8 respectivement. 16,28% des souches ont une croissance 

moyenne à pH 8. Ce taux diminue à 6,98% à pH 6 (Fig. 25, Annexe 4). 
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Figure 25: Comportement des souches nodulant H. coronarium à différents pH. 
(0 : pas de croissance des bactéries, + : faible croissance des bactéries, ++ : moyenne croissance des bactéries, 

+++ : croissance optimale). 
 

III.4.2. Hedysarum aculeolatum  

 

Mise à part la souche DZ.48.2.1.4, inhibée sous un pH 8, l’ensemble des souches ont pu croître 

sous les différents pH testés. En effet, à pH 6, 8% et 92% des souches ont une croissance moyenne et 

optimale, respectivement, alors que pour le pH 8 et pour ces mêmes degrés de croissance, les valeurs 

enregistrées sont de 8% et 88% respectivement (Fig. 26, Annexe 4). 
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Figure 26: Comportement des souches nodulant H. aculeolatum à différents pH. 
(0 : pas de croissance des bactéries, + : faible croissance des bactéries, ++ : moyenne croissance des bactéries, 

+++ : croissance optimale). 
 
 
III.4.3. Hedysarum flexuosum  

 

Toutes les souches se comportent de la même manière vis-à-vis des variations du pH. Elles 

présentent une croissance optimale quelle que soit la valeur du pH testée (Fig. 27, Annexe 4). 
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Figure 27: Comportement des souches nodulant H. flexuosum à différents pH. 
(0 : pas de croissance des bactéries, + : faible croissance des bactéries, ++ : moyenne croissance des bactéries, 

+++ : croissance optimale). 
 

III.4.4. Hedysarum capitatum 
 

 Les résultats montrent que la variation du pH ne présente aucun effet sur la croissance des 

souches étudiées. En effet, l’ensemble des souches ont poussé comme leurs témoins (de manière 

optimale) à pH 6 comme à pH 8 (Fig. 28, Annexe 4). 
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Figure 28: Comportement des souches nodulant H. capitatum à différents pH. 
(0 : pas de croissance des bactéries, + : faible croissance des bactéries, ++ : moyenne croissance des bactéries, 

+++ : croissance optimale). 
 

 

 

Comparaison entre les isolats des 4 espèces du genre Hedysarum 
 

Dans l’ensemble, tous les isolats se comportent de manière indifférente vis-à-vis du pH du 

milieu de culture (Fig. 29, Annexe 4) à l’exception des souches DZ.22.3.2.4 chez H. coronarium et 

DZ.48.2.1.4 chez H. aculeolatum qui n’ont pas poussé à un pH de 8. Les isolats de H. flexuosum et de 

H. capitatum sont plus tolérants que ceux de H. coronarium et de H. aculeolatum. Chez H. coronarium 

le pourcentage des isolats qui ont montré une croissance optimale est de 93,02% et 86,05% à un pH de 

6 et 8, respectivement, alors qu’il est de 92% et 88% chez H. aculeolatum pour les mêmes pH. Ce 

pourcentage atteint le 100% chez H. flexuosum et chez H. capitatum quel que soit le pH du milieu 

(Fig. 29). Les pH alcalins sont moins tolérés que les pH acides, malgré que les valeurs du pH au KCl 

mesurées pour les différents sites d’origine des souches sont majoritairement alcalines ou neutres. Ceci 

indique que la tolérance des isolats aux pH ne présente pas de corrélation avec le pH des sols 

d’origine. 
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Figure 29: Comportement des souches du genre Hedysarum à différents pH. 
 
 

L’absence de corrélation entre le comportement des souches et le pH des sols d’origine a été 

confirmée par le test du pouvoir acidifiant ou alcalinisant des isolats (Test du BTB) (Fig. 30) qui a 

révélé que 78,65% et 7,87% des isolats ont, respectivement, un pouvoir acidifiant et alcalinisant du 

milieu. Le reste (13,48%) est considéré comme neutre vis-à-vis le pH du milieu (Fig. 31). 

 

Figure 30: Variation des couleurs selon le pouvoir acidifiant ou alcalinisant des souches (test BTB). 
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Figure 31: Réaction des souches du genre Hedysarum dans le milieu YMB+BTB. 
 
 

DISCUSSION 
 
 De manière générale, les résultats obtenus concordent parfaitement avec ceux de Kishinevsky 

et al. (2003), qui ont constaté que 15, 4 et 18 souches isolées, respectivement, de H. coronarium, de H. 

flexuosum et de H. spinosissimum (collectés de différents pays: Tunisie, Maroc, Espagne, Italie et 

Israël) ont pu tolérer des pH de 7 et 8. De même, Elboutahiri (2009)  a trouvé que 62 isolats (100%) 

nodulant l’espèce fourragère H. coronarium tolèrent les pH alcalins 9 et 9,5. Alemayehu (2009) a 

également rapporté que le pH 8 est moins toléré que le pH 6 par 12 isolats nodulant la fève. 

 La plasticité des isolats vis-à-vis du pH, est en parfaite accord avec les rapports selon lesquels 

les  Rhizobiaceae tolèrent parfaitement les pH allant de 4.5 à 9 (Graham, 1964 ; Jordan, 1984) dont 

le pH optimum est de 6 à 7 (Slemen 1952 cité par Mensah et al., 2006). Néanmoins, ils diffèrent 

significativement dans leur tolérance au pH, en particulier pour les pH acides (Glenn et Dilworth., 

1994). Cette différence a été signalée même entre les souches d’une espèce donnée (Glenn et 

Dilworth, 1994 ; Zahran, 1999).  

 Dans la symbiose Rhizobium-Légumineuse, le degré de tolérance au pH dépend des souches 

bactériennes et de l'espèce hôte impliquée (Correa et Berneix, 1994). 

 L’acidité est, généralement, plus néfaste que ne l’est l’alcalinité (Coventry et Evans, 1989). 

Elle présente un facteur important qui affecte la  fixation symbiotique de l’azote (Pankhurst et al., 

1982) par ses effets nuisibles sur la survie et la persistance des rhizobia dans le sol (O'Hara et al., 

1994 ; Bayoumi et al., 1995; Ibekwe et al., 1997).  

 Les rhizobiums sont plus sensibles aux pH acides que leurs plantes hôtes (Correa et Berneix, 

1994).  
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L'échec de nodulation des légumineuses est généralement rapporté dans les sols acides, 

particulièrement ceux d’un pH inférieur à 5 (Raza et al., 2001 ; Appunu et Dhar, 2006).  

Très peu d’études ont été réalisées sur les effets du pH élevé (alcalins) sur la croissance 

rhizobiènne, sur la nodulation et/ou sur la croissance des légumineuses (Bordeleau et Prevost, 1994).   

La corrélation entre le comportement des bactéries vis-à-vis du pH du milieu de culture et celui de leur 

sol d’origine est controversée chez plusieurs auteurs. Néanmoins, aucune généralisation ne peut être 

faite concernant la relation entre la tolérance au pH extrême et le pH du sol d’origine (Lowendorf et 

al., 1981).  

 Dans notre cas, aucune corrélation n’a été mise en évidence entre la tolérance des souches aux 

pH du milieu de culture et les valeurs du pH du milieu d’origine. Un résultat similaire a été obtenu par 

Graham (1998) qui a rapporté que les souches isolées des sols acides ne sont pas toutes tolérantes à 

l’acidité. 

 
IV. Caractérisation moléculaire des souches 

 

IV.1. Hedysarum coronarium  
 
Les données sur la variabilité génétique  des 43 souches étudiées ont été utilisées pour produire 

une matrice de similarité basée sur le coefficient de Jaccard. Ces données ont ensuite été employées 

pour produire un dendrogramme révélant les relations génétiques au sein des souches selon la méthode 

d’agrégation UPGMA. Le dendrogramme obtenu (Fig. 32) distinguait 5 groupes dont les souches de 

chacun sont identiques à 100%. Ces groupes sont :  

G1: DZ.19.1.3.2 , DZ.20.1.3.2 ;  

G2: DZ.21.1.1.2T , DZ.20.1.3.1 ; 

G3: DZ.22.3.2.3 ,  DZ.23.1.2.2 ; 

G4: DZ.21.2.2.4 , DZ.22.1.3.2 , DZ.23.2.1.5 ; 

G5: DZ.19.2.1.2 , DZ.19.2.1.1 ;  

Le reste des souches (32 souches) constitué de souches distinctes qui avaient un coefficient de 

similarité plus ou moins important. Ceci révèle l’importance de la diversité génétique au sein des 

souches étudiées. Cette diversité est observée même entre les souches issues d’un même nodule 

(variabilité intra-nodulaire). En effet, ces dernières peuvent être :  

 similaire à 100% : DZ.19.2.1.1 avec DZ.19.2.1.1 ;  

 similaire à des degrés importants : DZ.22.3.2.1 avec DZ.22.3.2.2 à 67% ;  

 similaire à des degrés très faible : DZ.19.1.3.1 avec DZ.19.1.3.2. 
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Figure 32: Dendrogramme de distance génétique des souches de H. coronairum à partir des données de Box-PCR par la 
méthode UPGMA (coefficient de Jaccard). 

 
 
IV.2. Hedysarum aculeolatum  
 

Le dendrogramme tracé à partir des données de gels d’électrophorèse en utilisant le coefficient 

de Jaccard et la méthode de regroupement UPGMA (Fig. 33) montre que trois souches (DZ.47.1.1.3 

avec DZ.47.1.1.4 et DZ.47.1.1.5) sur les 25 ont été classées dans un clone unique, tandis que les 22 

autres sont différentes. Elles présentent un coefficient de similarité plus ou moins important. Toutefois, 

le typage moléculaire par Box-PCR nous a permis de mettre en évidence l’existence de plusieurs 

souches génétiquement distinctes au sein d’un même nodule, c’est le cas par exemple des souches 

DZ.46.2.1.1, DZ.46.2.1.2, DZ.46.2.1.3, DZ.46.2.1.4, DZ.46.2.1.5 ou encore des souches DZ.48.3.3.1, 

DZ.48.3.3.2,  DZ.48.3.3.3. Une grande variabilité est remarquée pour ce groupe de souche, puisque la 

plupart des souches présente un indice de similarité inférieur à 0.4.  
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Figure 33: Dendrogramme de distance génétique des souches de H. aculaolatum à partir des données de Box-PCR par la 
méthode UPGMA (coefficient de Jaccard). 

 
 
IV.3.Hedysarum flexuosum  

 
Les données moléculaires (Box-PCR) obtenues de différents gels ont été représentées sous 

forme de dendrogramme suivant le coefficient de Jaccard et la méthode de classification UPGMA 

(Fig. 34). L’analyse du dendrogramme à un niveau 52% de similarité (choisi arbitrairement) a permis 

la discrimination de 3 clusters et 7 linéages indépendants. A un niveau plus bas de similarité génétique 

(20%) on obtient cinq clusters et deux linéages indépendants composés individuellement par les 

souches DZ.41.2.2.2 et DZ.41.2.2.4. Il est à signaler qu’une diversité génétique a été observée au sein 

des souches isolée d’un même nodule, à titre d’exemple nous citons les souches DZ.41.2.2.2, 

DZ.41.2.2.4, DZ.41.2.2.3 et les souches DZ.42.2.1.1, DZ.42.2.1.2. 
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Figure 34: Dendrogramme de distance génétique des souches de H. flexuosum à partir des données de Box-PCR par la 
méthode UPGMA (coefficient de Jaccard). 

 

 

IV.4. Hedysarum capitatum 

 
 La classification hiérarchique des souches étudiées illustrée par le dendrogramme de la figure 

35 établi selon le coefficient de Jaccard et la méthode de clustering hiérarchique agglomératif UPGMA 

montre l’existence d’un seul clone composé de trois souches qui sont DZ.19.1.2.3 DZ.A2.2.2.3 et DZ. 

A2.2.2.4. Le reste des souches forment des linéages indépendants. En se situant arbitrairement à un 

niveau de 20% de similarité génétique (80% de désaccord) les souches se trouvent en deux clusters 

bien délimités avec un linéage indépendant représenté par la souche DZ.A2.2.2.2.  

 Une diversité génétique plus ou moins importante entre les souches isolées d’un même nodule 

(DZ.A2.2.2.1, DZ.A2.2.2, DZ.A2.2.3, DZ.A2.2.2.4) a été mise en évidence  
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Figure 35: Dendrogramme de distance génétique des souches de H. capitatum à partir des données de Box-PCR par la 
méthode UPGMA (coefficient de Jaccard). 

 

 

IV.5. Comparaison entre les isolats des 4 espèces  et discussion des résultats obtenus 

 
L’analyse des empreintes génomiques PCR/Box (Fig. 36) en utilisant la méthode d’UPGMA 

(Unweighted Pair Group Methode with Arithmetic Average) a abouti à la construction d’un 

dendrogramme (Fig. 37), qui révèle parfaitement l’existence d’un niveau significatif du 

polymorphisme moléculaire entre les 89 souches étudiées. En effet, à l’exception de 21 souches qui 

présentent 100% de similarité et regroupées dans 9 groupes différents, tous les autres isolats (68 

isolats) constituent des souches distinctes. Les 9 groupes sont :  

G1: DZ.20.1.3.3, DZ.48.3.1.3 ;  

G2: DZ.19.1.3.2, DZ.20.1. 3.2 ; 

G3: DZ.21.2.2.4, DZ.22.1.3.2, DZ.23.2.1.5 ; 

G4: DZ.20.1.3.1, DZ.21.1.1.2T ; 

G5: DZ.23.1.2.2, DZ.22.3.2.3 ;  

G6: DZ.19.2.1.2, DZ.19.2.1.1 ;  

G7: DZ.A2.2.2.4, DZ.19.1.2.3 Ca , DZ.A2.2.2.3 ;  

G8: DZ.47.1.1.4, DZ.47.1.1.5, DZ.47.1.1.3 ;   

G9: DZ.41.2.3.2,  DZ.41.2.3.3.    

Dans chaque site de collecte et pour chaque espèce de Hedysarum, les souches isolées semblent 

être génétiquement distinctes. La diversité moléculaire des souches est très importante même au sein 

des souches isolées d’un même nodule car 77 profils ont été identifiés avec les 89 souches typées (Fig. 

36).  

Le typage moléculaire par PCR/Box nous a permis de mettre en évidence, et pour la première 

fois, l’existence de plusieurs souches génétiquement distinctes au sein d’un même nodule chez les 

quatre espèces de Hedysarum étudiées. En effet, les souches isolées d’un même nodule peuvent être :  
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 similaire à 100% : DZ.19.2.1.1 avec DZ.19.2.1.1 chez H. coronarium ; DZ.47.1.1.3 avec 

DZ.47.1.1.4 et DZ.47.1.1.5 chez H. aculeolatum, DZ.41.2.3.2 avec DZ.41.2.3.3  chez H. 

flexuosum  et DZ.A2.2.2.3 avec DZ.A2.2.2.4 chez H. capitatum ; 

 similaire à des degrés importants : DZ.22.3.2.1 avec DZ.22.3.2.2 à 67% chez H. 

coronarium ; DZ.46.2.1.1 avec DZ.46.2.1.2 à 73% chez H. aculeolatum ;  DZ.42.2.1.1 avec 

DZ.42.2.1.2 à 80% chez H. flexuosum et DZ.A2.2.2.1 avec DZ.A2.2.2.2 à 34% chez H. 

capitatum),  

 similaire à des degrés très faible : DZ.19.1.3.1 avec DZ.19.1.3.2 chez H. coronarium. 
 

Une observation analogue a été rapportée pas El-Hillali et al. (2002) chez 14 isolats issus d’une 

même nodosité du lupin jaune (Lupinus luteus). 

Ainsi, en se basant arbitrairement sur deux niveaux de similarité génétique 70 % et 50 %, la 

majorité des souches se trouvent sur des linéages indépendants. A un niveau de similitude plus bas 

(20%), on obtient 19 petits clusters et 17 linéages indépendants ce qui indique l’existence d’un grand 

degré de divergence génétique entre les souches. Le niveau de variabilité diminue considérablement à 

10% de similarité où nous obtenons 06 clusters (Fig. 37), à savoir :  

Cluster 1 : comporte 03 souches (DZ.19.1.3.1, DZ.20.1.3.3 isolées de H. coronarium et DZ.48.3.1.3 

isolée de H. aculeolatum). Aucune de ces souches ne présente une croissance optimale 

(comparable à celle du témoin) en présence de 1600 mM NaCl ni à 40°C. 

Cluster 2 : constitué de 07 souches isolées de H. coronarium et de H. aculeolatum. Les souches de ce 

cluster supportent mieux les différentes concentrations de NaCl et la température de 40°C 

que les souches du premier cluster. 

Cluster 3 : comme les deux clusters précédents les 05 souches constituant ce cluster sont ainsi isolées 

de H. coronarium et de H. aculeolatum. Toutes ces souches ont pu croître, mais à des 

degrés différents, en présence de 2000 mM NaCl dans le milieu de culture et à une 

température de 40°C. 

Cluster 4 : Le cluster 4 est formé par 34 souches appartenant aux quatre espèces de Hedysarum 

étudiées, dont la majorité (22 isolats) sont isolées de H. coronarium. La moitié des souches 

présente une croissance comparable à celle du témoin (optimale) en condition de salinité 

(1600 mM de NaCl). Ce cluster est caractérisé par la présence de 50% des souches ayant 

montré une croissance identique à leurs témoins sous un potentiel hydrique de -0,5MPa. 
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Figure 36: Profil électrophorétique obtenu par l’approche Box-PCR chez les souches étudiées. 
 

Cluster 5 : isolées de H. aculeolatum et de H. flexuosum, les 07 souches de ce cluster ont pu croître à 

40°C. Elles ont ainsi une croissance  moyenne sous un potentiel hydrique de -0,5MPa. 

Cluster 6 : renferme 33 souches, isolées des quatre espèces étudiées, dont la majorité ont une 

croissance comparable à celle de leurs témoins (optimale) en présence de 1400 mM NaCl 

dans le milieu de culture. Les souches de ce cluster sont les plus affectées par la plus forte 

concentration de NaCl (2000 mM). Ainsi, ce cluster contient la moitié des souches (14) 

ayant une croissance optimale à 40°C.   
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Le haut degré de divergence génétique des souches n’a pas permis de mettre en évidence un 

polymorphisme moléculaire délimitant les symbiotes appartenant à une espèce donnée ou à un site de 

collecte bien déterminé. Aucune relation n’a été trouvée entre l’origine géographique des souches et 

leurs profils moléculaires obtenus. La même constatation a été rapportée dans d’autres travaux; Mozo 

et al. (1988), travaillant sur 45 souches nodulant le Sulla (H. coronarium L.), ont observé une grande 

diversité des profils plasmidiques sans aucune relation avec l’origine géographique des souches. Il faut 

noter que les marqueurs moléculaire utilisés rep-PCR dont les Box-PCR en font partie ne sont pas 

informatifs sur la taxonomie des souches de rhizobium mais permettent l’étude et l’appréciation de la 

diversité existante, telle que nous l’avons présentée. 
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Figure 37: Dendrogramme de distance génétique établi à partir des données Box-PCR par la par la 
méthode UPGMA (pourcentage de similarité).
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Dans ce travail, nous avons constitué une collection algérienne de 431 souches locales de 

rhizobiums nodulant quatre espèces du genre Hedysarum (H. coronarium ; H. flexuosum ; H. 

aculeolatum et H. capitatum) en Algérie et provenant de différentes régions géographiques du pays. 

Bien que les espèces de Hedysarum aient benéficié d’un intérêt important dans l’étude de leur 

écologie et leur caractérisation génétique et physiologique, leurs rhizobiums n’ont pas connu le même 

sort, pour cela ce travail vient en complément aux travaux antérieurs réalisés sur les espèces végétales. 

 

De la collection totale, une sous-collection de 89 souches a été retenue pour la certitude de leur 

appartenance aux nodules collectés (absence de développement de bactéries chez le témoin). Une 

étude de la biodiversité naturelle de la sous-collection retenue a été réalisée par une caractérisation 

physiologique et une autre moléculaire.  

La caractérisation physiologique des souches de notre collection de Rhizobium a permis la 

mise en évidence d’une grande plasticité de tolérance à la salinité, au stress hydrique, à la température 

et au pH pour l’ensemble des souches malgré leur provenance de régions très différentes et très 

éloignées. La plupart des souches ont un pouvoir acidifiant du milieu de culture. Cette diversité 

physiologique peut être doublement exploitée: d’une part pour la sélection des souches candidats 

hautement tolérantes aux différents stress abiotiques pour leurs intégrations dans les programmes 

d’amélioration génétique afin d’assurer une symbiose efficace et ainsi une bonne production agricole, 

et, d’autre part, dans la connaissance et l’identification des souches de rhizobia. 

 

La caractérisation moléculaire des souches via l’approche Box-PCR a pu fournir plus 

d’informations sur la variabilité spécifique des souches. L’analyse des empreintes génomiques 

obtenues a révélé un niveau significatif du polymorphisme moléculaire entre les 89 souches étudiées. 

L’amorce Box-PCR utilisé génère 90 différentes bandes dont 80 sont polymorphes. Le dendrogramme 

obtenu en utilisant la méthode de regroupement UPGMA (Unweighted Pair Group Methode with 

Arithmetic Average) et le pourcentage de similitude structure les 89 souches étudiées en 6 groupes 

électrophorétique ou clusters à un niveau de similarité de 10%. Ainsi, seulement 21 souches 

regroupées dans 9 groupes ont une similarité de 100%. 

 
Dans la présente étude, deux constatations ont été relevées :  

 Une grande variabilité entre les souches issues de la même nodosité (diversité intra-nodulaire) a été 

remarquée: 

•  pour la tolérance aux différents stress abiotiques appliqués surtout pour la salinité et plus 

particulièrement chez les souches isolées de H. coronarium. 

•  pour la caractérisation moléculaire.  
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 L’absence d’une corrélation claire entre les données écologiques du milieu d’origine des isolats et les 

caractéristiques physiologiques et/ou les profils moléculaire obtenus. 

 
De part l’aspect scientifique de ce travail, il est à noter que l’ensemble des caractérisations 

physiologique et moléculaire ont été faite en Algérie ce qui ouvre des perspective pour l’étude de la 

diversité de plus de rhizobium en Algérie. 

 

Les résultats obtenus constituent un apport scientifique important et ouvrent de multiples 

nouvelles perspectives :  

 

1. L’élargissement de cette collection de rhizobiums en y intégrant d’autres zones du 

pays non étudiées ;  

2. Compléter la caractérisation des isolats en introduisant de nouveaux tests 

physiologiques (utilisation des sources de carbone, FAME ou analyse des acides gras 

cellulaires…) et moléculaire (homologies ADN/ADN, le séquençage de l’ADNr 

16S…) ;   

3. Etudier la tolérance des souches aux stress abiotiques en symbiose tout en procédant 

à leur inoculation aux plantes hôtes. Cela permettra de repérer les souches les plus 

tolérantes afin de les intégrer dans les programmes d’amélioration de production 

agricole ;  

4. Comparer les résultats obtenus à ceux des autres laboratoires ou d’autre pays en 

particulier méditerranéens afin de construire une base de donnée détaillée sur les 

souches candidates et intéressantes (propriétés physiologique, biochimique, 

moléculaire, arbre phylogénétique…).  

 
 
Nous pourrons conclure que la population de Rhizobium nodulant spontanément les espèces du 

genre Hedysarum en Algérie paraît très diversifiée et mérite d’être étudiée et valorisée. Cette diversité 

devrait être exploitée dans les programmes d’amélioration de production agricole qui constitue l’épine 

dorsale de toute sécurité alimentaire du pays. L’élargissement de la collection à d’autres espèces et à 

différents sites écologiques et géographiques pourrait apporter d’autres informations et enrichir ainsi la 

base de données actuelle. Nous devrons particulièrement protéger et sauvegarder la collection vivante 

obtenue pour que ce travail ait un sens particulièrement dans le futur.  
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Annexe 1: Milieux de culture  
 

 Le milieu Yeast Extract Mannitol Agar (YEM) 

 
Ingrédient  Quantité pour 1L 

Mannitol   10 g 
Glutamate   0,5 g 
Extrait de levure   3 g 
Agar   15 g 
NaCl   0,05 g 
K2HPO4   0,5 g 
MgSO4   0,1 g 
Rouge Congo   5 ml 
FeCl3   3 ml 
CaCl2   1 ml 

Le pH est ajusté à 7 et la stérilisation est réalisée à 120°C pendant 20mn. 

 
 Le milieu YMB (liquide)  

 
Ingrédient Quantité pour 1L 

Mannitol   10 g 
Glutamate   0,5 g 
Extrait de levure   3 g 
NaCl   0,05 g 
K2HPO4   0,5 g 
MgSO4   0,1 g 
Rouge Congo   5 ml 
FeCl3   3 ml 
CaCl2   1 ml 

Le pH est ajusté à 7 et la stérilisation est réalisée à 120°C pendant 20mn. 
 

 Le milieu Tryptone Yeast Extract (TY)  

 

Ingrédient Quantité pour 1L 

Tryptone 5g 
Extrait de levure 3g 
Agar 15g 

Solution CaCl2 6 ml 
Le pH est ajusté à 7,2 et la stérilisation est réalisée à 120°C pendant 20mn. 
La solution de CaCl2 (6 mM) est ajoutée après l’autoclavage du milieu. 
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 Le milieu TY à 80%  

 

Ingrédient Quantité pour 1L 

Tryptone 5g 
Extrait de levure 3g 
Agar 12g 
Solution CaCl2 6 ml 

Le pH est ajusté à 7,2 et la stérilisation est réalisée à 120°C pendant 20mn. 
La solution de CaCl2 (0.6mM) est ajoutée après l’autoclavage du milieu.  
 
 

 Le milieu TY liquide  

 

Ingrédient Quantité pour 1L 

Tryptone 5g 
Extrait de levure 3g 
Solution CaCl2 6 ml 

 
Le pH est ajusté à 7,28 et la stérilisation est réalisée à 120°C pendant 20mn. 
La solution de CaCl2  (0.6mM)  est ajoutée après l’autoclavage du milieu.  

 

 

Annexe 2 : Préparation du bleu de bromothymol [0,0025% (w/v)] 

La solution : dissoudre 0,5g de BTB dans 100ml d’éthanol.  
Ajoutez 5ml de la solution dans 1 litre de YEM préalablement stérilisé, la concentration finale du BTB 
dans le milieu sera de 25ppm. 
 
 

Annexe 3 : Composition d’un gel d’agarose horizontal 1.5%  

- 3,8g d’agarose  
- 250ml TBE 0,5x concentré  
- 10µl BET 
 
 

Annexe 4: Résultats de caractérisation physiologique des souches. 
 
+++ : croissance optimum (identique au témoin) ; ++ : croissance moyenne; + : faible croissance ; 0 : 
pas de croissance. 
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Espèce Souche 
NaCl (mM) Pression osmotique (MPa) Température (°c) pH

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 00,5 01,5 24 32 36 40 6 
H

. 
c
o

ro
n

a
ri

u
m

 

DZ.19.1.2.2         + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + 0 
+ + 
+ 

DZ.19.1.3.1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.19.1.3.2  + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  +  + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.19.2.1.1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.19.2.1.2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + 0 
+ + 
+ 

DZ.19.2.1.3   + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  +  + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.19.2.1.4 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.19.3.3.1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 + +  +  + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.19.4.1.1’ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 + +  +  + + + + + + + + + 0 
+ + 
+ 

DZ.19.4.1.1’’ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  +  + + + + + + + + + 0 
+ + 
+ 

DZ.20.1.3.1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 + +   + + + + + + + + + + 0 
+ + 
+ 

DZ.20.1.3.2      + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.20.1.3.3  + + + + + + + + + + + + + + + + + + ++ + + 0 + +  + + + + + + + + + + 0 
+ + 
+ 

DZ.20.1.3.4     + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  +  + + + + + + + + + 0 
+ + 
+ 

DZ.20.2.2.1  + + + + + + + + + + + + + + + + + + ++ + + 0 + +   + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.20.2.2.2   + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + +  + + + + + + + + + 0 
+ + 
+ 

DZ.20.2.3.1     + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.21.1.1 2T    + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 0 + +  + + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.21.2.2.1’   + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.21.2.2.1’’   + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + 0 
+ + 
+ 

DZ.21.2.2.3    + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.21.2.2.4        + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.21.2.2.5      + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 
+ + 
+ 

DZ.21.2.2.6    + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 
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DZ.22.1.3.1     + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + + 0 
+ + 
+ 

DZ.22.1.3.2  + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 
+ + 
+ 

DZ.22.2.1.2T + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.22.3.2.1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  +  + + + + + + + + + 0 
+ + 
+ 

DZ.22.3.2.2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  +  + + + + + + + + + 0 ++  

DZ.22.3.2.3  + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.22.3.2.4   + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.23.1.2.1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.23.1.2.2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 
+ + 
+ 

DZ.23.1.3.1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 + +  + + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.23.2.1.3   + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 + + + +  + + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.23.2.1.5 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  +  + + + + + + + + + + ++  

DZ.24.2.1.3 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  +  + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.36.3.2.3                + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +    + + + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.36.3.2.4 + + + + + + + + + + + + + + + + + + ++ + + 0 + +   + + + + + + + + + + + + + 
+ + 
+ 

DZ.C.3.3.2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + ++  

DZ.C.3.3.3 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  +  + + + + + + + + + 0 
+ + 
+ 

DZ.C.3.3.5     + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  +  + + + + + + + + + 0 
+ + 
+ 

DZ.C.3.3.6 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  +  + + + + + + + + + 0 
+ + 
+ 
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 DZ.41.2.2.2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +++ + + + + +  +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.41.2.2.3 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 + +  +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.41.2.2.4 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.41.2.3.1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + 
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DZ.41.2.3.2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.41.2.3.3 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.42.2.1.1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.42.2.1.2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 0 + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.45.1.2.1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 0 0 + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.45.1.2.2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.45.1.2.3                                                          + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.45.2.2.1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 0 0 + +  + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.45.2.2.2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 +   +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.45.2.2.3 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.45.2.2.4   + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
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DZ.46.2.1.1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 + + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.46.2.1.2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 0 + + +  + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.46.2.1.3    + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 +  +  + + + + + + + + 0 + + + + + + 

DZ.46.2.1.4 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 +  + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.46.2.1.5     + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.46.2.1.6     + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.47.1.1.1    + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.47.1.1.2    + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.47.1.1.3    + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 0  + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.47.1.1.4    + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.47.1.1.5    + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.47.1.1.6    + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.47.3.2.2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.47.3.2.3                 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + +  + + + + + + + + + 0 + + + + + + 

DZ.48.2.1.2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 ++ + + + + + + + + + + + 0 + + + + + + 

DZ.48.2.1.3 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
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DZ.48.2.1.4 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 0 0 + + + + +  + + + + + + 0 + + + 0 

DZ.48.2.1.5 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 0 0 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.48.3.1.1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.48.3.1.2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 + + +  + + + + + + + + + 0 + + + + + + 

DZ.48.3.1.3 + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 0 0 +  + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.48.3.3.1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.48.3.3.2 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 0 0 + +  +  +  + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.48.3.3.3 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.48.3.3.4 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 0 +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

H
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DZ.19.1.2.3 Ca + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  +  + + + + + + + + + 0 + + + + + + 

DZ.A2.1.1.1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  + + + + + + + + + 0 + + + + + + 

DZ.A2.2.2.1 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  +  + + + + + + + + + 0 + + + + + + 

DZ.A2.2.2.2     + + + + + + + + + + + + + + + + + + ++ + 0 0 +  +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.A2.2.2.3 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  +  + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

DZ.A2.2.2.4 + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +  +  + + + + + + + + + + + + + + + + 

 
 
 
 



 

 

   .في الجزائر  ,.Hedysarum Lأربعة أنواع من جنس التوصيف الفيزيولوجي والوراثي لمجموعة من ريزوبيا

 ملخــــــص

 عزلت من العقد الجذرية لأربعة أنواع من جنس  الهدف من هذه الدراسة هو تكوين مجموعة جزائرية من سلالات الريزوبيا

Hedysarum L.,)H. coronarium ،H. aculeolatum ،H. flexuosum  وH. capitatum ( تم جمعها من مناطق مختلفة

بينت  .سلالة المشكلة للمجموعة، قصد دراسة تنوعها الفيزيولوجي والوراثي 431سلالة من بين  89تم انتقاء   .بالجزائر

الشكل ذات قطر يتراوح بكتيرية دائرية  تظهور مستعمرا) YEM(زراعة السلالات المنتقاة في بيئة اجار المانتول والخميرة 

كما أظهر . مئوية° 28أو قشدي، بعد يوم أو يومين من حضنها في درجة حرارة تعادل  لزج شفاف مم، ومظهر 3و  1بين 

المدروسة تمتلك كلها  89القدرة على تكوين العقد الجذرية، الذي أجري في أصص تحتوي على تربة معقمة، أن السلالات  اختبار

سمح .  سريعة النمو Rhizobiumقد جذرية تختلف من حيث الشكل و العدد، مما يؤكد بأنها من جنس القدرة على تكوين ع

ميغا  1,5- و  0,5-(المائي  نتحمل الإجهادي: التوصيف الفيزيزلوجي للسلالات من خلال أربعة اختبارات فيزيولوجية وهي

و ) مئوية° 40إلى  24من (رات درجة الحرارة ، تحمل تغي )NaCl ��� ���ر 2000إلى   200من (و الملحي ) باسكال

كما أن اغلبها يرفع من . ، بمعاينة درجة تحمل عالية لدى السلالات المدروسة خاصة للإجهاد الملحي) 8و  6(الحموضة 

من أجل التوصيف الجزيئي للسلالات اخترنا طريقة تفاعل البلمرة .  الوسط المغذي في وجود أزرق البروموتيمول حموضة

وقد سمح تحليل . للحصول على بصمات وراثية للسلالات المدروسة Boxواستخدمنا فيها البادئة  rep-PCRمتسلسلال

سلالات درجة القرابة الوراثية بين ال و مؤشر UPGMAخوارزمية مصفوفة التشابه وفق باستعمال  البصمات الوراثية

قيد الدراسة، مع  89لتشابه الجزيئي بين السلالات العلى شجرة قرابة وراثية عكست وجود مستوى معتبر من ابالحصول 

هناك درجة تنوع إحيائي معتبرة بين السلالات   . %10توزيعها إلى ستة مجموعات مختلفة عند مستوى تشابه وراثي يساوي 

ين المعطيات غير أنه لم يلاحظ وجود أي علاقة ب. المعزولة من نفس العقدة الجذرية في كلا النوعين المنجزين من التوصيف

  . البيئية للوسط الجغرافي الأصلي للسلالات وخصائصها الفيزيولوجية  و بصماتها الوراثية المتحصل عليها
  

 .       ، الجزائر، التوصيف الفزيولوجي، التوصيف الوراثي، التنوع ,.Hedysarum L ريزوبيا،   :الكلمات المفتاحية
 

Caractérisation physiologique et moléculaire d’une collection de rhizobiums nodulant quatre 

espèces du genre Hedysarum L., en Algérie. 

 
RESUME 
Ce travail a été réalisé afin de créer une collection algérienne de souches de rhizobiums isolées des nodosités de 
quatre espèces du genre Hedysarum (H. coronarium, H. aculeolatum,  H.flexuosum et H. capitatum) issues de 
différentes régions du pays. Parmi les 431 souches constituant la collection créée, 89 souches ont été choisies 
pour subir une étude de diversité physiologique et génétique. La culture sur milieu YEM des souches a abouti à 
l’apparition de colonies circulaires de 1 à 3 mm de diamètre d’un aspect gommeux translucide ou crémeux qui 
ont pu être visibles en 1 à 2 jours d’incubation à 28°C. Ainsi, le test d’authentification, effectué en pots 
contenant un sol stérile, a induit la formation de nodosités hétérogènes dans leur forme et leur nombre chez les 
89 souches étudiées. Ceci confirme que nous sommes en présence de rhiozbia à croissance rapide. La 
caractérisation physiologique des souches via quatre tests physiologiques qui sont : la tolérance aux stress 
hydriques (-0,5 à -1,5 MPa) et salin (200 à 2000mM NaCl), aux températures (24 à 40°C) et aux pH (6 et 8), a 
pu mettre en évidence une grande tolérance parmi les souches examinées en particulier pour la tolérance à la 
salinité. La majorité des souches acidifient le milieu en présence de BTB. Afin de finaliser ce travail, nous avons 
choisi les amorces Box comme technique d’empreinte génétique pour la caractérisation génétique des souches. 
L’analyse des profils moléculaire obtenus en utilisant la méthode UPGMA (Unweighted Pair Group Methode 
with Arithmetic Average) et le pourcentage de similitude a abouti à la construction d’un dendrogramme, qui 
révèle parfaitement l’existence d’un niveau significatif du polymorphisme moléculaire entre les 89 souches 
étudiées, avec leur structuration en 06 cluster différents à un niveau de similarité génétique de 10%. Une grande 
variabilité entre les souches issues de la même nodosité (diversité intra-nodulaire) a été mise en évidence pour 
les deux types de caractérisation réalisés. Aucune corrélation n’a été mise en évidence entre les données 
écologiques du milieu d’origine des isolats et les caractéristiques physiologiques et/ou les profils moléculaires 
obtenus. 
 
Mots clés : Rhizobium sp, Hedysarum L., Algérie, caractérisation physiologique, caractérisation  

moléculaire, diversité.  



 

 

Physiological and molecular characterizations of a collection of rhizobia can nodulating four 

species of the genus Hedysarum L., in Algeria. 

 

ABSTRACT 
This work has been done to create a collection of Algerian rhizobial strains from nodules of four species of the 
genus Hedysarum (H. coronarium, H. aculeolatum, H. flexuosum and H. capitatum) collected from different 
regions of the country. Among the 431 strains constituent’s the formed collection, eighty nine strains were 
chosen to perform a study of their physiological and genetic diversity. The culture of strains in YMA medium 
has led to the emergence of circular colonies, 1 to 3 mm in diameter with a creamy or translucent gumminess 
appearance within 1 to 2 days at 28°C. Thus, the authentication test, carried out in pots containing sterile soil, 
induced the formation of nodules heterogeneous in their form and their number among the 89 strains studied. 
This confirms that we are dealing with rhiozbia rapid growth. Physiological characterization of strains via four 
physiological tests which are: tolerance to water (-0.5 to -1.5 MPa) and saline stress (200 to 2000 mm NaCl), to 
temperatures (24 to 40 ° C) and to pH (6 and 8), was able to demonstrate a greater tolerance among the strains 
examined in particular for tolerance to salinity. Thus, the majority of strains acidify the medium in the presence 
of BTB. To complete this work, we chose the primers Box as DNA fingerprinting technique for the genetic 
characterization of strains. Analysis of molecular profiles obtained using the UPGMA method (Unweighted Pair 
Group Methode with Arithmetic Average) and the percentage of similarity has led to the construction of a 
dendrogram, which perfectly reveals the existence of a significant level of molecular polymorphism among the 
89 strains studied, with their structure in 06 different clusters at a level of genetic similarity of 10%. A large 
variability between strains from the same nodule (intra-nodular diversity) has been demonstrated for both types 
of characterization made. Thus, no correlation was found between the data of ecological environment of origin 
of strains and physiological characteristics and / or the molecular profiles obtained. 
 

Key Words: Rhizobium sp, Hedysarum L., Algeria, physiological characterisation molecular 

 characterisation,  diversity. 

 


