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Introduction 

 L’Afrique du Nord représente une zone de biodiversité élevée mais l’expansion                    

de l’agriculture industrielle, et le stress climatique ont engendré un débat global qui préconise 

de réhabiliter les ressources naturelles qui sont limitées et fragilisées du fait de l’aridité              

du climat d’une part et des activités humaines d’autres part. De même, l’utilisation                                 

des pesticides et des engrais chimiques pour augmenter la production végétale, engendre                   

une menace pour l’état sanitaire des végétaux, des animaux et présente une source d’altération 

de la qualité des produits. De cela coule une volonté vers l’agriculture biologique                            

et la fertilisation du sol pour améliorer le rendement de la terre.   

L’Algérie, de par sa situation géographique et climatique,possède une flore 

particulièrement riche et diversifiée depuis longtemps. En revanche, le Sahara Algérien                 

est l’une des régions les plus sèches et les plus chaudes du monde, zone bioclimatique 

hyperaride couvrant 89.5% de la surface globale, et 4.78% sont des zones arides ainsi                      

que 4.12 % semi-arides (Nedjraoui ,2001). En effet, les propriétés du sol sont un facteur 

limitant pour la croissance des plantes car ils sont généralement sableux, salins est pauvres                 

en éléments nutritifs. 

Malgré les conditions édaphiques et climatiques sévères, ces régions présentent                   

une richesse floristique de plante très adaptées (Le Houérou 1990, 1997 ; Quezel 1978).  

Parmi celles-ci, les plantes de la famille des fabaceae qui jouent un rôle clé dans la durabilité 

de cet écosystème naturel. (Brockwell et al., 1995). Les espèces arbustives Genistasaharae, 

sont parmi les plantes endémiques de Sahara Algérienne parfaitement adaptées aux conditions 

édaphiques et climatiques saharienne. Contribuant efficacement à la fixation des dunes                   

et à l’alimentation des dromadaires, sans oublier la fixation biologique de l’azote.  

La fixation biologique constitue la voie principale pour l’introductionde l’azote dans   

les régions désertiques. Les symbioses rhizobium-légumineusesreprésentent le processus 

majeur de la fixation biologique de l’azote atmosphérique etconfère aux plantes                             

des potentialités d’adaptation à mieux se développer sur des solspauvres des zones arides. 

Comme toutes les plantes légumineuses, GenistaSaharae est bénéficiée de l’azote 

atmosphérique à l’aide des microorganismes libres existants dans la rhizosphère racinaire                 

de la plante, par le biais des nodules racinaires. Elle s’associe avec les bactéries rhizobiennes 
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du sol pour établir une symbiose fixatrice de l’azote. Au cours de ces interactions spécifiques, 

les rhizobiums induisent la formation des nodules sur les racines 

Ces microorganismes ou bien les BNL bactéries nodulant les légumineuses sont                     

des bactéries qui infectent les racines des légumineuses et donnent naissances                             

à des excroissances quand les appelles « nodosités ».la nodulation est le résultat                               

de l’association symbiotique entre ces deux partenaires et qui est strictement contrôlé par                   

des mécanismes d’autorégulation interne de la plante hôte. 

De cela coule la volonté de réparer le sol dégradé par le biais des BNL ainsi                            

de les intégrées dans des plantes hôtes (Genista saharae) et tester sa capacité de fixer l’azote 

atmosphérique avec le test de nodulation et si elles montrent une grande capacité de fixer 

l’azote nous pouvons isoler cette BNL et cultiver une grande quantité pour les utiliser comme 

engrais biologique et réparer le sol dégradé. 

Cette étude analytique focalisé sur la caractérisation des rhizobianodulant la plante 

G.saharae et projeté sur les travaux de Chaich et al., (2016) et Mahdhi et al.,(2007) vise en 

premier lieu à mettre en évidence la capacité des isolats à noduler la plante hôte G. saharae,  

et estimer la diversité de BNL en étudiant le lien entre les isolats d'étude et les souches                 

de référence. Ensuite, caractériser phénotypiquement les isolats en utilisant des tests 

physiologiques et nutritionnels, et au final, estimer la sensibilité et la résistance aux différents 

antibiotiques.  
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1. La symbiose plantes-microorganismes  

La symbiose est une association réciproquement bénéfique entre deux organismes, qui 

souvent s’établie entre un partenaire autotrophe et un partenaire hétérotrophe. Les symbioses 

fixatrices d’azote les plus connues font intervenir la famille des légumineuses avec                      

ses symbiontes bactériens, les Rhizobia. Dans ce cas, la symbiose avec les bactéries aboutit               

à la formation d’un nouvel organe au niveau des racines qu’on l’appelle ; le nodule fixateur 

d’azote. Dans les nodules les bactéries protégées et nourries par la plante, lui fournissent              

en échange l’azote fixé. En revanche, certaines plantes peuvent s’associer en symbiose avec 

des microorganismes diazotrophes qui sont capables de fixer l’azote atmosphérique. 

2. Partenaire végétal : les légumineuses (Genista saharae)  

2.1. Les plantes légumineuses  

Les légumineuses sont des plantes qui représentent le plus grand nombre d’espèces 

utiles à l’homme qu’elles soient alimentaires, fourragères, industrielles, médicinales 

tinctoriales ou horticoles. Elles fournissent pour l’alimentation humaine et animale des 

aliments riches en protéines, avec des taux pouvant atteindre 36% pour Lupin et 44% pour 

Soja. Certaines légumineuses cultivées ont une importance économique considérable, c’est            

le cas en particulier du Soja, du Haricot, et de l’Arachide, qui sont les légumineuses les plus 

largement cultivées. 

En Algérie, cette famille est représentée par prés de 500 espèces majoritairement 

herbacées. Les légumineuses alimentaires les plus cultivées sont par ordre d’importance ;                

le pois chiche la fève, le haricot, le petit pois et la lentille, d’autres telles le niébé 

(Vignaunguiculata) et l’arachide sont cultivées à petite échelle.  

Le bersim (Trifolium alexandrium) et la luzerne (Medicagosativa)  sont également 

cultivées comme plantes fourragères (Djouadi et Benbida., 2005)                

2.2. La famille légumineuse (fabaceae ou leguminosae)  

Les légumineuses (fabaceae ou leguminosae) représentent l’une des familles de plantes 

dicotylédones de l’ordre des Fabales, c’est l’une des plus importantes familles                               

des angiospermes (plantes à fleurs), la troisième après les Orchidaceae et les Asteraceae. Elle 

est constituée de 727 genres et 19325 espèces (Chaїch., 2018). 
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Les Fabaceae sont divisées en trois sous-familles en se basant, principalement sur               

les différences morphologiques de leurs fleurs. 

 La sous famille des Césalpiniacées contient environ 150 genres (Cassia, Gledista, 

Cassalpinia …    ), rassemble principalement des arbres ou des arbustes retrouvés                

en région tropicale et subtropicale, presque dépourvue d’espèces fixatrices d’azote               

à cause d’un facteur intrinsèque inhibiteur de la nodulation. 

 La sous famille des mimosacées possède plus d’une soixantaine de genres (Acacia 

leucaena, Prospis …), rassemble surtout des arbres ou des arbustes retrouvés                         

en région tropicale et subtropicale. 

 La sous famille des papilionacées représente le groupe le plus diverse avec environ 

430 genres (Médicago, Trifolium,  Sesbania …). Les plantes de cette sous famille sont 

principalement des herbes, mais comprenant aussi des arbres et des arbustes présent 

dans des régions tempérée et tropicale ou la nodulation est très fréquente 85%  des 

espèces sont nodulées. 

Dans ces 3 sous familles le  pourcentage de nodulation est  variable d’une espèce à une 

autre. Chez les césalpiniacées la nodulation est la plus moine fréquente que chez les 

mimosacées et les papilionacées.  

2.3. Morphologie des plantes légumineuses  

La caractéristique la mieux partagée par les représentants de cette famille est la structure 

du fruit qui est une gousse, c’est -à- dire un fruit s’ouvrant par deux fentes opposées dont, 

l’une correspond à la structure dorsale et l’autre à la ligne médiane du carpelle unique. Les 

autres caractères comme la feuille et la fleur  sont  très variables. 

La feuille peut être simple, trifoliolée, composée complexe. La fleur qui est le critère                

de délimitation des 3 sous famille des légumineuses peut être régulière ou légèrement 

zygomorphe (césalpiniacées), actinomorphe (mimosacées) ou à zygomorphe prononcée 

(papilionacées). Dans ce dernier cas, l’agencement des pièces florales en un étendard, une 

carène et des ailes rappelles,  la forme d’un  papillon d’où le nom attribué à cette sous famille 

(Quezel et Santa., 1962). 
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2.4.Taxonomie des légumineuses  

 Règne : plantae 

 Sousrègne : trachéobionta 

 Division : magnoliophyta 

 Classe : magnoliopsidia 

 Sousclasse :rosidae 

 Ordre : fabales 

 Famille : fabaceae 

 Sousfamille : papilionoideae ; mimosoideae ; caesalpinioideae. (Chaich.,2018) 

2.5.Espèce Genista sahareae  

Cette espèce appartient à la famille des légumineuses (fabales), sous famille des 

papilionacées (fabacées) et à la tribu des Genisteaes. Selon Quezel et Santa en 1963 ce genre 

compte 16 espèces en Algérie dont 11 endémiques (Boumaza., 2006).Genista joue un rôle 

écologique important pour la préservation et fertilité des sols pauvres et érodés (Mahdhi et al., 

2007) 

2.6.Morphologie de la plante Genista sahareae  

Arbuste de 1 à 2 mètres de haut, à long rameaux ; feuilles unifoliées, étroites, très 

caduques ; fleurs jaunes espacées le long des rameaux ; gousses longues pendantes, à paroi 

parcheminées. (Ozenda.,1991)Habitat : terrains sableux, dans des dépressions et lits d’oued. 

 

 

 

 

Figure 1 :La plante Genista saharae dans le milieu naturel. 
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Cet arbuste à calice à 5 segments formant deux lèvres bien dressées, la supérieure à 2 lobes  

libres ou soudés, l’inferieur formant une lèvre à 3 dents etandard peu élargie. La carène 

obtuse, droite à peine courbée, étamine monadelphes style ascendant, stegmate oblique ; 

gousse saillant, allongée, à graines ordinairement non caronculées.  

         La corolle est jaune, caduque à étendard pubescent-soyeux sur le dos ovale triangulaire 

et de 10 mm de long, atténué-obtus au sommet, arrondi ou sub-cordé à la base. Les ailles sont 

de 8,5-9 mm de long. 

Figure 2 : Les organes structuraux de Genista saharae 

2.7. Classification de l’espèce Genista sahareae  

 Règne : Plantae 

 Division : Magnoliophyta Cronsquist 

 Classe : Rosopsida Btsch 

 Ordre :Fabales Bromhead 

 Famille : Fabacées Lindl 

 Tribu :Genisteae 

 Genre :Genista 

 Espèce :Genista Saharea (Lograda, et al., 2010) 

 

 

                    - Fleur                                         - Feuilles                                          - Gousse 

 

 

 

                  - Calice -                                             -Tiges-                                        - Pétale- 

 

 

 



Chapitre 1                                                                                                     Synthèse bibliographique 

 

Page | 7 
 

3. Partenaire microbien : le rhizobia 

3.1. Généralité 

Le Rhizobium est le second partenaire de l’association symbiotique fixatrice d’azote, 

est une bactérie communément appelée « rhizobium » (du grec rhiza : racine et bios : vie). Ce 

terme générique dérive du premier genre bactérien, Rhizobium décrit au XIXème siècle 

comme des bactéries qui vivent dans le sol avec le potentiel à noduler des légumineuses 

(Frank., 1889). 

Pendant le processus symbiotique, les rhizobiums sont capable de réduire l’azote 

atmosphérique à une forme assimilable (ammonium) directement par les plantes  (Berrada et 

Fikri ; Benbrahim, 2014). Le système enzymatique des bactéries fournit une source constante 

d’azote réduit à la plante hôte et la plante fournit les nutriments et l’énergie nécessaires aux 

activités bactériennes (Black et al., 2012). 

Les rhizobiums sont généralement spécifiques à l’hôte qu’ils infectent, bien qu’une 

même légumineuse puisse être inoculée par plusieurs souches bactériennes différentes.                           

Ces microorganismes sont sensibles à certains facteurs du milieu tels que la température, la 

salinité et l’acidité du sol ainsi que sa teneur en matière organique qui favorise la vie 

bactérienne (Beunard P., 1994). 

3.2. Caractérisation morphologique  

Les rhizobiums sontGram négatives, aérobies et  présentes soit à l’état libre                       

et en général dans le sol soit en association avec des légumineuses, possédants une forme 

bâtonnets de 0.6 à 0.9 nm de largeur et de 1.2 à 3 nm de longueur et non sporulant (Jordan., 

1984). Ce sont des bactéries mobiles grâce a un flagelle polaire ou subpolaire ou 2 à 6 

flagelles péritriches (Werner., 1992). 

3.3. Caractérisation symbiotique  

Ces bactéries présentent la capacité de former une symbiose avec des plantes                    

de la famille des légumineuses (Benahmed., 2010). A l’état libre, les rhizobia vivent dans                   

le sol et dans la rhizosphère. Avec quelques exceptions (dont Azorhizobium), les rhizobia 

n’ont pas la possibilité de fixer l’azote atmosphérique, lorsqu’ils sont à l’état libre (Emile et Michel, 2004). 
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 A l’intérieur des cellules du cortex racinaire, les rhizobia se transforment                             

en bactéroïdes   de forme branchée, sphérique ou en masse (Perry et al., 2004).  

Donc on distingue deux formes :  

 Une forme végétative (non bactéroїdes) : ce sont des microorganismes réguliers             

que l’on trouve dans la rhizosphère et/ou dans le cordon d’infection, très mobiles 

quand ils sont jeunes (Torche, 2006).  

 Une forme bactéroїdes : à l’intérieur des cellules du cortex racinaire, les  Rhizobiase 

transforment en bactéridies de forme branchée, sphérique ou en masse. Il existe               

des bactéroїdes réguliers et des bactéroїdes irréguliers. chez les groupes Rhizobium 

trifoli, Rhizobium melilotietRhizobiumleguminosarum, les individus sont irréguliers et 

ont une taille à peu près dix fois plus grande que ceux de la forme végétative. 

(Somasegaran et Hoben, 1994). 

3.4. La taxonomie de rhizobia   

Les premières classifications ont été basées sur des tests d’inoculation croisée entre 

Rhizobia et leurs plantes hôtes. La plante hôte n’était pas le seul critère pris en compte pour  

la classification des Rhizobia. Pour lesquelles les espèces ont été séparées en deux groupes  : 

Les souches à croissance rapide (le genre rhizobium) et les souches à croissance lente 

(le genre Bradyrhizobium), en fonction de leurs temps de génération et de leur taux                         

de croissance sur milieu de culture. Cependant, des observations discordantes entre la notion 

de vitesse de croissance  bactérienne et celle de la gamme d’hôtes ont laissé beaucoup                    

de doutes sur la validité de cette classification. Cela fait place à des méthodes comparatives 

telles que:le coefficient de Chargaff, l’hybridation ARN/ADN ou ADN/ADN, l’analyse                  

du gène de l’ARNr 16S, l’analyse de plasmides, etc.  

Cette période a marqué le début d’une nouvelle étude taxonomique basé sur les résultats 

de différentes analyses phénotypiques et biochimiques pour l’identification des bactéries 

symbiotiques. Depuis lors, l’isolement des Rhizobia d’un nombre croissant d’espèces 

végétales dans le monde et leur caractérisation  par la taxonomie polyphasique moderne                    

a conduit à la description d’autres nouveaux  genre et espèces (Berrada et Fikri –Benbrahim 

,2014). 
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   L’isolement et la caractérisation de nouvelles bactéries nodulant les légumineuses, 

souvent inhabituelles, sur des plantes hôtes diversifiées ont conduit à la désignation                       

de nombreuses nouvelles espèces rhizobiennes. Sur la base de la séquence d’ADNr 16S, les 

symbiotes de légumineuses actuellement décrits appartiennent à  deux  sous – classes 

phylogénétiques distinctes :les Proteobacteries α, β .238 espèces ont été regroupées                   

en 18 genres. Ces espèces se répartissent également en sept familles (Rhizobiaceae, 

Phylobacteriaseae, Bradyrhizobiaceae,Hyphomicrobiaceae,Methylobacteriaceae,Brucellaceae 

et  Burkholderiaceae) et deux  ordres , à savoir les Rhizobiales et Burkholderiales .L’ordre  

des Rhizobiales  renferme les six  premieres familles .Par conséquent, il apparait clairement 

que la taxonomie actuelle des rhizobianodulants progresse rapidement en raison des dernières 

avancées  en matiere de technologie omique basé sur la biologie moléculaire , par exemple 

,génomique ,protéomique, transcriptomique et métabolique (annex1) (Rao et al., 2018).                 

La conbinaison d’études polyphasiques et phylogenetiques a permis de modifier 

considérablement la taxonomie des Rhizobia ces dernieres années. 

4. Etablissement de la symbiose  

La symbiose Rhizobia-légumineuses se traduit par la formation d’une structure 

spécialisée, siège des interactions symbiotiques entre la bactérie et la plante. Cette structure 

désignée, par nodule ou nodosité n’est pas une simple excroissance ou une tumeur. Il s’agit 

d’un véritable organe bien intégré à la plante. L’induction de l’organogénèse de cet organe est 

un processus complexe et spécifique qui fait suite à un véritable dialogue moléculaire entre la 

bactérie et la plante. (Barek S., 2018) 

4.1. Formation des nodules racinaires  

 Pour obtenir un nodule fixateur, quatre mécanismes sont mis en place sous le contrôle 

de la plante : 

 Attraction et amplification des Rhizobia via les exsudats racinaires des légumineuses   

L’infection du système racinaire débute par une attraction chimiotactique                                  

et la multiplication des Rhizobia dans la spermophile et la rhizosphère de la légumineuse via 

l’exsudation par la graine et la plantule de substrats énergétiques (Denarié et al., 1996 ; 

Oldryod., 2001) 
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 Reconnaissance spécifique entre les deux symbiotes  

La symbiose Rhizobium-légumineuses commence par un échange de signal entre                   

la plante hôte et son microsymbiote (Wrang et al., 2018). Les racines des légumineuses 

secrètent des composés phénoliques, principalement (iso) flavonoïdes (Montiel et al., 2018). 

Ces flavonoïdes synthétisés et secrétés par la suite, agissent comme des molécules                           

de signalisation qui attirent les Rhizobia vers leur  plantes hôtes et induisent l’expression                 

des gènes Nod qui déclenchent les premières étapes du développement des nodules 

(Menendez et al., 2017). Ces gènes sont responsable de la synthèse des facteurs Nod                        

de nature lipo-chito-oligosaccharidique (LCO) spécifiques à chaque espèce de Rhizobia 

(Lerouge et al., 1990 ; Dénarié et al., 1996 ; Gresshoff., 2003). 

 Infection du système racinaire  

L’infection débute par l’adhésion bactérienne à l’extrémité des racines dans les couches 

de cellules épidermiques (Gage, 2014). Les rhizobia ont deux voies principales pour pénétrer 

dans la racine de la plante ; par les poils radiculaires ou par des fissures dans le tissus 

épidermique des racines. L’infection des poils est la plus courante (Kondorosi et al., 2013). 

La pointe des poils radiculaires émergents est la principale cible d’infection par 

Rhizobium La fixation des Rhizobia aux poils absorbants stimule la déformation de ces poils 

et favorise également la division des cellules corticales. Les bactéries progressent le long du 

poil absorbant grâce au cordon d’infection jusqu’au cortex racinaire ou les bactéries sont 

libérées à l’intérieur des cellules corticales (Brewin, 1991;Franssen et al., 1992; Mateos et al., 

2001).  

 Nodulation proprement dite 

 Les cellules de la plante se dédifférencient en un méristème nodulaire (Geurts et al., 

1996) en donnant naissance au primordium nodulaire (Wood et al., 1989). Le cordon 

d’infection va l’atteindre et libère les bactéries qui infectent les cellules végétales (Losick et 

al., 1997; Gage., 2004). Chaque bactérie est séquestrée dans une vacuole formé par                     

une membrane péribactéroidale et l’ensemble constitue le symbiosome (Parniske., 

2000;Gualtieri et al., 2000). A l’intérieur du symbiosome, les bactéries se différencient en 

bacteroïdes (Gage., 2004). A ce stade, les Rhizobia synthétisent la nitrogénase (Oke et al., 

1999; Gage., 2004), enzyme qui permet la réduction de l'azote moléculaire 
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Figure 3 :Signalisation de la symbiose et immunité de plantes impliquée 

dans la spécificité de la reconnaissance dans l’interaction  

légumineuse-rhizobienne.(Wang et al .,2018) 

4.2. La fixation symbiotique d’azote  

         La nitrogenase est un complexe enzymatique qui reduit l’azote atmosphérique en 

ammonium dans l’environnement microaérophile de nodule. 

L’activité dans une nitrogénase est limitée par la présence de molécule d’ATP, source 

d’électrons et les ions de magnésium (Mg
++

). 

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

 Bien qu’il existe plusieurs types de nitrogénase, les Rhizobia ne possèdent que le type 

contenant du molybdène .les nitrogénases de Mo sont formées de deux composants 

métalliques, la dinitrogénase [proteine de molybdene –fer (MoFe)] et la dinitrogénase 

réductase ( protéine de Fe). ( Menendez et al.,2017). 

L’obtention des molécules d’ATP chez les Rhizobia est faite à partir de l’oxydation des 

produits carboniques par le cycle de Krebs (Denarie et Truchet., 1979). Selon Brill (1980), la 

protéine ferrodoxine ou la protéine flavodoxine, sont eux donnent les électronsà l’enzyme 

nitrogénase. 

Nitrogénase 
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Les molécules d’ATP se réagissent avec les ions de magnésium (Mg) et donnent un 

complexe qui se lie typiquement aves le complexe (Fe-Mo) qui a comme résultat le 

changement de son activité réductrice. Donc il y’ aura un changement dans sa structure 

moléculaire (Stryer.,1985), ce changement de l’activité réductrice de complexe (Fe-Mo) 

permet de transmettre les électrons au complexe ( Mo-Fe-Fe) . Ou ce dernier va prendre une 

forme qui permet de réduire l’azote moléculaire. 

Figure 4 : Production de l’ammoniac à partir d’azote atmosphérique. 
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1. Prospection des sites d’échantillonnage  

L’échantillonnage correspond principalement à la présence d’une espèce de fabacée 

verdâtre significatif d’une bonne nutrition azotée de la plante.  

         1.1. Echantillonnage et prélèvement des sols  

Des échantillons de sol ont été collectés sur quatre sites dans le nord-est du Sahara 

Algérien au cours des années 2010 et 2012. Ces quatre sites sont bien localisés dans 

CHEBKAS du Mzab ; wilaya de Ghardaïa daïra de Metlili (Chaab Sbaa) et ERG 

ORIENTAL ; wilaya de Ouargla daïra de Taibet  (El morr, Khbina et Belghit). 

D’après Chaїch l’élément principal définissant son choix des stations est la présence                 

de Fabacées spontanées -dans notre étude est celui de Genista Saharae- bien verte signifiant 

une bonne nutrition azotée dans ces différents espaces géomorphologiques.  

A l’intérieur des sites, l’échantillonnage adopté est de type subjectif traduit par                             

le prélèvement de 1kg de sols, à une profondeur de 10 à 20 cm près de la racine de 

G.Saharae. 

1.2. Méthodes d’analyse des sols 

Les échantillons de sol prélevés ont été analysés physico-chimiquement selon                             

les méthodes d’analyses usuelles (w/v) pour le pH, la conductivité électrique, le phosphore,               

le potassium, le magnésium, le calcium, le sodium, le sulfate,  le dosage de  l’azote et du 

carbone organique.  

1.3. Piégeage et isolement des bactéries  

Selon Chaїch et al. (2016), sur les mêmes sites sahariens où les sols ont été 

échantillonnés, les  semences de G.saharae utilisées pour les tests de piégeage et de 

nodulation ont été collectées en vrac. 

Ils ont été stérilisées en surface avec de l’hypochlorite de calcium (3%) pendant 5 min, 

puis rincées à l’eau distillée (5 fois) et scarifiées mécaniquement à l'aide d'un fer à souder. 

Par la suite, les semences stériles ont été transférées sur des boites de pétri stériles 

contenant de l’eau gélosée (10% d’agar-agar) et laissées 48 heures à 4°C, puis 48 heures à 

21°C pour la germination.  
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  Les semis ont ensuite été transférés dans des tubes contenant de l’attapulgite calcinée 

stérile (Oil Dri US Special, Damolin, Danemark ; (http://www.damolin.dk), pour obtenir                   

une meilleure porosité au niveau des tubes.  

Après être additionnés de 40 ml de solution minérale nutritive sans azote (Bertrand et al., 2000), sans 

oublier de  stériliser les tubes à 120° C pendant 20 minutes afin de travailler dans des 

conditions stériles.  

Une quantité de 2 à 3 centimètres de sol échantillonné placés ensuite au-dessus                            

des granules d’attapulgite des tubes stérilisées par la chaleur humide. 

Les plantules ont été cultivées sous une lumière continue (20 W/m
2
) à 28°C. Après                      

7 semaines d’incubation à 21°C, les plantules ont été récoltées et examinées au niveau des 

racines pour enlever les nodules 

1.3.1. La collecte des nodules          

La collecte des nodules dans l’étude de Mahdhi, et al. (2007)  est réalisée selon                           

les techniques préconisées par Vincent (1970) et Somasegaran, et Hoben (1994). Il s’agit                   

de creuser environ 15 cm autour de la plante et 20 cm dans le sol pour extraire la plante et son 

appareil racinaire.  

Manuellement, il enlève la terre des racines sans toutefois endommager les nodules. 

Puis, il lave doucement ces nodules avec l’eau de robinet pour se débarrasser des résidus                   

de sol. 

1.3.2. Conservation des nodules  

Les nodules séchés au papier filtre peuvent être conservés au réfrigérateur à +4°C 

pendant 24 heures jusqu’à 48 heures pour un usage immédiat sans oublier de réunir                        

les nodules d’une même plante dans le même tube. Pour une longue conservation, il est 

recommandé d’utiliser  un dessiccateur spécial ; le chlorure de Calcium (Ca Cl2) (Vincent, 

1970). Sur chaque flacon sont mentionnées le nom de la plante, date et lieu de collecte, et                    

la date de conservation. 

1.3.3. Stérilisation des nodules  

les nodules précédemment récupérés doivent être rincer à l’eau pour éliminer l’excès                  

de saleté, puis les émerger dans un bain d’éthanol à 95% pendant 60 secondes, puis                          

les tromper dans un bain d’eau de Javel (5°) pendant 5 minutes. 
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1.3.4. Isolement des bactéries à partir des nodules  

Les nodosités prélevées à partir des racines de l’espèce G.saharae sont par la suite, soit 

directement utilisées pour l’isolement ou conservées secs dans des tubes contenant du gel                   

de silice ou du Chlorure de Calcium CaCl2 (Vincent, 1970), surmonté de coton cardé. Elles 

sont réhydratées dans de l’eau distillée stérile (pendant une demi-heure) dans des tubes 

Eppendorf. Apres élimination de l’eau, elles sont désinfectées en surface dans une solution 

d’Hypochlorite de Calcium (3%) pendant 3 min. Après 5 rinçages de 1 min dans de l'eau 

distillée stérile, chaque nodosité est broyée stérilement à l’aide d’un pilon dans un tube 

Eppendorf de 1,5 ml contenant 50 μl d'eau distillée stérile.  

L’isolement des souches a été réalisé dans des conditions d’asepsie totale suivant                          

la méthode de Vincent (1970). Une boite de Pétri contenant un milieu spécifique, Yeast-

Mannitol-Agar (YMA) additionné de rouge Congo, été ensemencée de chaque broyat           

de nodosité avec le pilon utilisé pour le broyage. Les boîtes de Pétri ensemencées sont placées 

à 28°C sous conditions d’aérobiose. 

1.3.5. Observation des colonies et conservation des isolats 

Après apparition des colonies sur les boites de pétri, chaque colonie bactérienne 

représentant un phénotype particulier est repiquée en partant à chaque fois d’une colonie 

isolée afin d’obtenir une culture pure. Chaque isolat a subi au moins 2 cycles de purification 

sur boite de Pétri avant d’être cultivé en milieu liquide (15 ml d’YEM). Toutes les souches 

isolés ont été conservées et additionnées 50% de glycérol (v/v) à -80°C. 

2. Caractérisation morphologique  

La morphologie des colonies des isolats a été examinée sur (YMA). Après une 

incubation de 3 à 7 jours à 28°C, les colonies individuelles ont été caractérisées en fonction de 

leur taille, la couleur, la forme, la mucosité, la transparence, les bords, pour déterminer par la 

suite  la morphologie cellulaire au microscope optique, le taux de croissance dans les milieux                        

de croissance, et la réaction à la coloration de Gram (Vincent ,1970). 

2.1. Vitesse de croissance  

Afin de différencier les rhizobia des contaminants,  les isolats étudiés sont ensemencées 

par spot sur le milieu YMA avec 0,0025% de rouge Congo (YMA-RC) incubés à 28°C 

pendant 24h à 48h. Les colonies typique aux rhizobia n’absorbent pas le rouge Congo                   

ou l’absorbent faiblement par rapport aux contaminants (Somasegaran et Hoben, 1994). 
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 Test au bleu de Bromothymol  

Ce test permet de mettre en évidence la vitesse de croissance des Rhizobia, il est réalisé 

sur le milieu YMA additionné de l’indicateur coloré Bleu de Bromothymol (BTB) à une 

concentration de 0.0025%  incubé à 28°C pendant 6 jours (Somasegaran et Hoben, 1994).                  

Ce colorant étant un indicateur de pH, il met en évidence l’acidification du milieu par un 

virage de couleur au jaune qui permet de distinguer les souches à croissance rapide 

(notamment les genres Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, et Neorhizobium) en 24h 

d’incubation, des autres souches à croissance lente (notamment  Bradyrhizobium) dont 

l’acidification du milieu est tardive (après 5 à 6 jours). (Pagano, 2008). 

3. Caractérisation symbiotique (test de nodulation)  

La possibilité des microorganismes à noduler leur plante hôte et à fixer l’azote 

atmosphérique, est un caractère important pratiquées par les Rhizobia ou les B.N.L. (bactéries 

nodulant les légumineuses). Ce phénomène doit être analysé en détail (Graham et coll,1991). 

Les tests de nodulation doivent être effectués dans des jarres traditionnelles de Leonard 

(Vincent, 1970) ou dans des tubes appropriés (Beck et coll,1993)   

Chaїch a étudié l’efficacité les capacités symbiotiques des nouveaux isolats et la souche 

de référence ORS1400T d’Ensifer garamanticus, qui ont été testés pour la nodulation sur leur 

plante hôte G. saharae.  

En premier lieu, Chaich (2016) a placé les semences (graines) précédemment scarifiées                         

et stérilisées,  sur des boites de pétri contenant 10% d’agar. Les boites scellées au parafilm ont 

été conservées à 4°C pendant 48 h, avant d’être transférées dans une chambre de croissance 

(dans  l’obscurité, température de 22°C le jour et 15°C la nuit). 

Une semaine après le semis, ou bien les plants ont été transplantés dans des tubes en 

verre remplis d’attapulgite calcinée stérile (Oil Dri US Special, Damolin, Danemark) 

complétés par 40 ml de solution nutritive minérale sans aucune source d’azote (Bertrand et 

al., 2000).  

Par la suite, chaque tube a été inoculé avec 01 ml de suspension rhizobienne (environ 

10
9
 cellules / ml) en phase exponentielle de croissance provenant d’une plante à stade précoce 

(d’une culture en début de phase stationnaire). Les plants non inoculées ont été inclus pour 

servir de témoins.  



Chapitre2                                                                           Matériels et méthodes 

 

Page | 17  
 

Dix répétitions de plantes ont été préparées pour chaque traitement. Toutes les plantes 

ont été cultivées dans une chambre de croissance sous un cycle de 14 h jour/10 h nuit.                                  

La température était de 22°C (jour) et 15°C (nuit). 

Les plantes ont été récoltées 42 jours après l’inoculation. Au bout de 6 semaines après 

inoculation, la nodulation (nombre de nodosité/plant, poids de matière sèche nodulaire),                        

le poids de la matière sèche ainsi que la hauteur des plants ont été évaluée. 

4. Caractérisation phénotypique  

4.1. Paramètre physiologique (T/ PH / NaCl) 

Chaїch (2016) a examiné la capacité de croissance des souches associées à l’espèce 

G.saharae  à différentes conditions de salinité (NaCl) et aux hautes températures sur                    

des microplaques  de 96 puits. Il a inclus la souche de référence d’E.gramaticus ORS1400
T 

ainsi que les souches témoins E.meliloti ORS665
T 

et R. etli CFN42
T
 dans l’expérimentation. 

Les expériences ont été répétées au moins deux fois, y compris trois répétitions. 

4.1.1. Résistance aux températures et tolérance au sel  

Dans l’étude de Chaїch(2016), les souches nouvellement isolées ont été examinées pour 

leur croissance dans une gamme de températures (28, 40, 42, et 45°C) et de concentration de 

NaCl (0, 1, 2, 3 et 4 %). Ainsi que Mahdhi qui a utilisé une gamme de température varie entre 

(15, 28, 35, 40,45) et de concentrations de NaCl (1,2, 3, 4 et 5%) 

Pour la tolérance à la salinité, 150 µl de milieu de YEM contenant les différentes 

concentrations de NaCl à tester (0, 1, 2, 3, et 4%) ont été répartir dans les puits                           

de la microplaque Des pré-cultures des souches testées ont été cultivées et conservées pendant 

16 jours maximum avant l’utilisation. 

Un volume de la pré-culture a été ajusté à une densité optique (DO) de 600nm égale                        

à 0,5 ensuite 10 µL ont été utilisés pour inoculer 150 µL de YEM liquide placés dans                            

des microplaques 96 puits. Les microplaques ont ensuite été incubées à 28, 40, 42, et 45°C 

dans un agitateur orbital (150rpm). La croissance bactérienne a été suivie en enregistrant la DO 

(600 nm) à l’aide d’un spectrophotomètre (TECAN Infinite M200).  

Les souches de référence E.gramaticus ORS 1400T, E.meliloti ORS 665T et                            

R.etli CFN42T ont été incluses. Trois répétitions ont été effectuées pour chaque test. 
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4.1.2. Croissance à différents pH  

L’effet du pH sur la croissance des souches bactériennes a été étudié sur le milieu  

YMB à différents pH (4, 6,7, 9, 12) une fois inoculées, les cultures sont incubées à 28 °C 

pendant  10 jours. 

4.2. Paramètres nutritionnels  

4.2.1. Assimilation des sucres comme source du carbone   

Dans cette expérience l’utilisation des sucre comme source du carbone a été testé sur          

le milieu YMB dont l’extrait de levure a été remplacé par du NH4Cl à 0,1%, et le mannitol par 

la source de carbone à tester (glucose, galactose, fructose, saccharose) à une concentration                

de 0,1% (Somasegaran et Hoben, 1994). Les tubes inoculés sont incubés à une température               

de 28°C pendant dix jours.   

4.2.2. Assimilation des acides aminés comme source d’azote  

Comme l’expérience précédente l’utilisation des acides aminés comme source d’azote               

a été toujours testé sur le milieu YMB tout en remplaçant l’extrait de levure par un des acides 

aminés à tester (L-arginine, L-proline, L-lusine, L-therosine) à une concentration de 0,1 % 

(Bourebaba, 2016). 

5. Résistance aux antibiotiques  

Sur des boites de pétri contenant le milieu YMA les antibiotiques à tester sur les 

souches récupérées ont été additionnées. Les solutions mères ont été préparées et stockées 

suivant le protocole de Sambrook et Russell (2001). Les solutions d’antibiotiques utilisées ont 

été stérilisées par filtration puis ajoutées au milieu YMA. Les boites de pétri inoculées sont 

incubées à une température de 28°C pendant dix jours. Ce test a été réalisé pour déterminer   

la sensibilité ou bien la résistance des souches testées aux antibiotiques suivants : ampicilline, 

kanamycine, streptomycine et l’acide nalidixique. 
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Dans ce chapitre nous résumerons les principaux résultats obtenus par les travaux de 

Chaїch (2016) et Mahdhi (2007) concernant les deux partenaires de l’association symbiotique 

Rhizobium-fabacée plus précisément l’espèce G.saharae tout en mettant l’accent sur                      

la caractérisation phénotypique. 

1. Localisation des échantillons  

1.1. Caractéristiques climatiques et pédologiques  

Les propriétés physiques et chimiques du sol à une profondeur de 10-20 cm et près des 

racines de G.saharae ont été enregistrées sur le tableau suivant : 

Tableau 1 : propriétés physico-chimiques des sols au niveau des quatre sites du Sahara Algérien 

                       Lieu dit 

caractéristiques 

Chaab sbaa 

site 1 

El Morr 

Site 2 

Khbina 

Site3 

Belghit 

Site4 

Sable grossier (%) 95,8 55,9 57,2 76,9 

Sable fin(%) 2,9 41,9 40,4 21,9 

Argile(%) 0,05 0,15 0,02 0,11 

Limon(%) 0,06 0,06 0,23 0,03 

pH 8,78 8,85 8,98 8,92 

E.C.el /5(25°C, Ms/cm)⃰ 0,09 0,09 0,08 0,08 

Taux de calcaire(%) 0,7 4,2 3,1 6,7 

Matière organique (%) 0,2 0,2 1 0,9 

Azote total (ppm) 6,9 6 5 7 

Rapport C/N N.S N.S. 12 7,1 

Phosphore P (ppm) 3,02 1,6 0,8 0,8 

Potassium K (ppm) 56,9 0,1 0,1 0,1 

Magnésium Mg (ppm) 42,7 17,4 14,8 14,2 

Sodium Na (ppm) 8,4 6,7 7,2 6,1 

Calcium Ca (ppm) 65,9 169,5 128,9 159,4 

Sulfate SO4 
2- 

(ppm) 20,8 18,1 20,3 27,4 

Chlorures Cl
-
 (ppm) 25,9 14,2 8,7 8,4 

*Conductivité électrique 1/5 volume mesurée à (25°C en Ms/cm) 
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D’après les résultats de Chaїch (2016), on distingue que la plage de température 

moyenne  de l’air était identique sur les quatre sites d’échantillonnage (3-45 °C). 

Les textures du sol étaient sableuses (entre 55,9 et 95,8 %) de sable grossier avec un très 

faible pourcentage d’argile (0,02 à 0,15 %) et de limon (0,06 à 0,23 %). 

Les pH des sols étaient légèrement alcalins et variaient de 8,7 à 8,9. Selon Callot et al. 

(1982) cette gamme de pH favorise la solubilité de l’azote, du potassium, du calcium,                    

du sodium, du chlore et du magnésium. 

En outre, les teneurs en éléments nutritifs du sol étudié étaient très faibles notamment  

en macroéléments, dont le P représente (3,02 ppm) et l’azote total (5 à7 ppm) ce qui exprime 

la pauvreté de ces sols. 

La teneur en matière organique était aussi très faible dans tous les échantillons de sol 

analysés (0,2 à 1%), signifiant une faible production de biomasse. 

1.2. Mise en évidence de la présence des BNL  

1.2.1. Collecte des nodules  

Dans l’étude de Chaїch (2016), les nodules ont été collectés après le piégeage                     

des plantes  de G.saharae diversifiées dans le Sahara Algérien, des échantillons de sol 

provenant de site géographiquement éloignés dans la zone hyperaride de l’Algérie. 

Sous conditions contrôlées et après sept (07) semaines de culture, un total de 99 

nodosités sont observées sur les racines primaires et secondaires des jeunes plants testés, dont 

98 sont obtenue dans 03 sites de la même région (Erg oriental) et 01 une seule nodosité                  

est obtenue dans la rive du lit d’oued. 

Trois à quatre nodules ont été obtenus par plante, ces dernières étaient associés aux 

racines primaires et secondaires et leur couleur rouge-brun suggéraient que les isolats étaient 

efficaces pour la fixation de N2. Les nodosités obtenues (sont de formes ovoïdes (50%), 

parfois allongées (% 25) ou multilobées (25 %) avec des surfaces lisses.  

Dans l’étude de Mahdhi trois à six nodules par plante ont formé après 3 semaines. 

(Mahdhi, et al., 2007). 
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Tableau 2 : Nodulations issues de piégeages des BNL. 

Espèce Lieu dit Site Nb de nodules Observations 

 

G. saharae 

Chaab sbaa 01 01 Rive lit oued 

El morr 05 36 Erg 

Khbina 06 38 Erg 

Belghit 07 24 Erg 

2. Caracterisation morphologique  

2.1.Caracterisation macroscopique  

Les colonies apparaissent sur milieu YMA au bout de 24 heures et se distingue par           

une production de poly β-hydroxybutyrate (PHB). Elles ont une couleur blanche ou crème, 

forme homogène et un aspect lisse brillant avec une texture translucide. 

Selon Chaïch et al (2016) et après purification sur milieu YMA, différents isolats               

(57 isolats) ont été obtenus. Leur forme est ronde avec une surface blanche et lisse. Après 2   

à 3 jours de culture, le diamètre des colonies isolées cultivées sur gélose YMA est de 1 à 3 

mm, à l'exception de l'isolat Gs663, qui croît très lentement (15 jours). Cinq isolats sont              

du mucus, ce qui conduit à une croissance de fusion, tandis que les autres ne le sont pas. 

 

 Figure 5 : Aspect des colonies sur milieu YMA 
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2.2. Caractérisation microscopique 

L’examen microscopique des isolats après la coloration de Gram montre que les 

bactéries  sont des bâtonnets roses (Gram négatif), aérobie, sporulés cet aspect correspond au 

genre de Rhizobium. Ces caractéristiques sont en accord avec celles décrites par Gauri et al. 

(2011) ; Kaberi et al. (2015) ; Roychowdhury et al. (2015) 

 

 

 Figure 6 : Observation microscopique des bacilles a gram négatif. 

2.3. Vitesse de croissance  

Les bactéries nodulant les légumineuses, en particulier les rhizobiums, présentent deux 

types de croissance : bactéries à croissance rapide (Rhizobium, MesoRhizobium, 

Sinorhizobium...) dont les colonies apparaissent après 48-72 h de culture, et bactéries                       

à croissance lente (Bradyrhizobium) pour lesquelles les colonies n’apparaissent qu’au bout             

de 7 jours de culture (Sy et al., 2001).  

Dans l’étude de Chaїch et al., (2016) les colonies isolées développant sur le milieu 

gélosé YEM avaient un diamètre de 1 à 3 mm après 2 à 3 jours d’incubation, à l’exception de 

l’isolat Gs663 qui s’est développé très lentement  (15 jours). Cinq isolats étaient muqueux, ce 

qui entrainait une croissance confluente, alors que les autres ne l’étaient pas. Alors que l’étude 

de Mahdhi et al., (2007) a montré toutes les souches présentaient une croissance rapide.                

La vitesse de croissance des isolats est en accord avec celle démontré par Ndiaye (2002) 

en étudiant les souches de Rhizobium nodulant l’espèce Acacia raddiana. (Dekak, 2018)                

et celles discutée par Wadhwa Z comprenait les rhizobia de référence à croissance rapide                  

et modérée du genre Rhizobium, Sinorhizobium et Mesorhizobium.  

Les  réactions  enregistrées  par  les  isolats  sur  ces  différents  milieux  est  semblables  

à  celles avancées par Jordan (1984) et Beck  et al.  (1993).  Les souches à croissance rapide 

sont considérées généralement comme des bactéries acidifiantes. Par conséquent, elles 
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devraient changer la coloration du BTB vers  le jaune contrairement aux souches à croissance 

lente qui sont considérées comme des bactéries qui alcalinisent le milieu de culture. 

 

 Figure 7 : Aspect des colonies sur milieu YMA +BBT (acidification) . 

 

3. Caractérisation symbiotique (test de nodulation)  

Dans l’étude de Mahdhi, et al. (2007) 28 isolats associés à G.saharae ont été apparue et 

analysées par une approche polyphasique incluant l’analyse phénotypique, génotype et 

phylogénétique. Parmi les 28 isolats, seuls quatre isolats, classés comme Phyllobacterium par 

des analyses de séquence génomique de l'ARNr 16S, n'ont pas réussi à noduler leur plante 

hôte d'origine. Les autres isolats formaient trois à six nodules par plante après 3 semaines. 

(Mahdhi et al., 2007). 

Chaїch et al. (2016) découvrait 57 souches rhizobiennes nodulant la plante G.saharae 

dans plusieurs sites de la région hyperaride de Metlili et Taibet. Elles nodulent toutes les 

espèces de G.saharae mais elles différaient par leur efficacité symbiotique. 
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Tableau 3 : les différentes espèces nodulant la légumineuse Genista saharae. 

Plante hôte Genre et espèce bactérienne Région d’étude Source 

 

 

G.saharae 

1. Sinorhizobium (81%) : 

  Ensifer meliloti 

2. Neorhizobium (17%) : 

 Neorhizobium galegae 

 Neorhizobium huautlense 

 Neorhizobium alkalisoli 

3. Mesorhizobium (1,75%) : 

 Mesorhizobium camelthorni 

Région hyperaride 

en Algérie 

Chaich 

et al. 

20016 

 

 

G.saharae 

1. Ensifer  (75%) : 

 Ensifer meliloti 

 Ensifer sp 

2. Rhizobium (10%) : 

 Rhizobium sp 

3. Phyllobacterium (15%) : 

 Phyllobacterium 

leguminum 

Région infra-aride 

en Tunisie 

Mahdhi 

et al. 

2007 

        

 

 

Figure 8 : les bactéries nodulants Genista 

saharae (Chaiche, 2016) 

Figure 9 : les bactéries nodulants Genista 

saharae (Mahdhi,2016) 
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Selon les recherches de Chaïch et al. (2016), collectant des nodules de G. saharae dans 

des zones géographiquement éloignées de la région hyperaride d'Algérie. Chaque plante 

obtient trois à quatre nodules. Les nodules sont liés aux racines primaires et secondaires, et 

leur couleur rouge-brun indique que les isolats sont efficaces pour la liaison N2. Ils sont                  

de forme sphérique, parfois allongés ou feuillus, et ont une surface lisse. 

À partir de ces nodules de G. saharae, un total de 57 isolats de Rhizobium ont été 

obtenus. 5 isolats étaient du mucus, conduisant à une croissance par fusion, tandis que d'autres 

isolats ne l'étaient pas. Phénotypiquement, les nodules racinaires formés par tous les isolats de 

G.saharae, étaient morphologiquement similaires mais ils différaient par leur efficacité 

symbiotique. Les souches montrent également une diversité phénotypique dans les attributs 

symbiotiques. Selon les études de Chaïch et al. (2016), la caractérisation phylogénétique              

des isolats de G.saharae indique que ces nouvelles souches appartiennent au trois genre dont 

le premier (81%) appartenant au genre Ensifer (précédemment Sinorhizobium), représenté par 

l’espèce Ensifer.meliloti. Le second genre le plus diversifié Neorhizobium (17 %) avec 03 

diffèrents espèces : N.alkalisoli, N.galegae et N.huautlense. Le troisième genre est 

Mesorhizobium (1.75 %) représenté par l’espèce M. camelthorni. 

Selon les recherches de Mahdhi et al. (2007), les rhizobia associés au Genista saharae 

poussaient dans la zone infra aride de la Tunisie (Nafta) appartient aux différents genres, dont 

l’Ensifer représente 75%, venais par la suite les Rhizobium qui représente 10% et les 

Phylobacteriuum 15%. Les Ensifer et les Rhizobium ont pu noduler la plante G.saharae à 

l’inverse des phyllobacterium qui n’ont pas la capacité de former des nodules. 

De nombreuses études ont montré la prédominance des symbiotes Ensifer dans les sols 

alcalins et /où aux conditions arides (Li et al., 2011 ; Tian et al., 2012 ; Bontemps et al., 

2016).  

d’après Stepkowski et al. (2018), les genres Mesorhizobium, Rhizobium, Ensifer 

(précédemment Sinorhizbium), et Bradyrhizobium ont un large spectre d’hôte en raison de 

leur capacité à noduler une large gamme de Fabaceae spp. 

Genista saharae est infecté exclusivement par des genres de  rhizobia à croissance 

rapide, en particulier les Ensifer. La prédominance des Ensifer en tant que symbiote peut être 

causée par des exigences spécifiques favorisant ce genre de rhizobium. Cela peut être lié                  

à la haute teneur en sel et à l’habitat aride des légumineuses, ce qui peut favoriser les Ensifer 

par apport à d’autre genre de rhizobia. 
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Le non nodulation in vitro de Genista saharae par des souches de phyllobacterium 

isolées à l’origine de cet hôte peut indiquer que cette légumineuse n’est pas l’hôte naturelle de 

ces souches. Par ailleurs, ces souches peuvent également être considérées comme des 

bactéries commensales qui n’ont pas la capacité d’induire le développement de nodule sur 

n’importe quelle légumineuse. 

Aucune souche de Bradyrhzobium n’a été  retrouvée, ce qui est signalé par Mahdhi        

et Mars (2006) avec la bactérie nodulant la légumineuse Retama qui appartient à la tribu        

de Geniteae en Tunisie, ce résultat est en concordance avec les résultats de Zakhia et al.                    

(2004) qui ont montré que les légumineuses appartiennent à attribut des Genisteae qui 

poussent dans la zone infra-aride de la Tunisie peuvent  être nodulé par les Rhizobium et les 

Sinorhizobium. 

Cette biodiversité des rhizobia nodulant la plante G.saharae est peut être  en relation 

avec les conditions climatérique et édaphiques des régions hyperarides et  infra-arides 

(Algérie, tunisie). L’une des caractéristiques majeures des associations rhizobia-legumineuse 

est leur spécificité d’hôte .en effet, une espèce de Rhizobia n’est capable, en générale, 

d’établir une relation symbiotiqe efficace qu’avec un nombre limité de partenaires végétaux 

.De même, une espèce de légumineuse ne peut être nodulé que par un certain nombre 

d’espèces bactériennes. ( Tilak et al.,2005) 

4. caractérisation phénotypique  

4.1. Effet des facteurs abiotiques  

4.1.1. Résistance à la température et tolérance à la salinité  

Chaїch (2016) a testé la croissance des différents isolats rhizobiens associés à Genista 

saharae à différentes températures et concentrations de NaCl. 
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Tableau 4: conditions de croissance (température et salinité) des espèces isolées à partir 

de G. saharae et des souches de référence (Chaich et al., 2016) 

Isolats 40°C 42°C 45°C 1% NaCl 2% NaCl 3% NaCl 4%NaCl 

Gs111 

Gs663 

Gs666 

Gs668 

Gs675 

Gs6514 

Gs6515 

Gs6521 

Gs6522 

Gs6721 

E.gramaticusORS1400
T 

E.meliloti LMG6133
T 

Rhizobium elti CFN42
T
 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

- 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

ND 

+ 

+ 

- 

- 

ND 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

 

+ 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ : positive ;- : negative ; ND not determined 

D’après Chaich (2016) les souches testées ont montré une certaine résistance, elles 

continuent à pousser jusqu'à 40°C, certaines jusqu’à 42°C et même jusqu’à 45°C, ce qui est en 

accord avec les résultats obtenus par Torche et al. (2010) ; Simon et al. (2014). La plupart des 

isolats ainsi que la souche R.etli CFN42
T
 étaient sensibles a une température élevée 45°C.  

Toutes les souches tolèrent 1% de NaCl pour leur croissance, sauf pour l’isolat Ensifer 

sp Gs6721. L’isolat Gs675 de Neorhizobium sp ne s’est pas développé à 2% de NaCl, alors 

que les autres souches étaient tolérantes jusqu'à 4% de NaCl sauf les deux souches d’Ensifer 

(Gs6515 et Gs6521). Les souches types Ensifer meliloti et Rhizobium etli ont montré une 

tolérance au sel inferieure à celle de la plupart des isolats. Tandis que Yanci a trouvé que les 

Ensifers et plus particulièrement celles appartenant à l’espèce meliloti sont les plus tolérant à 

la salinité que l’on trouve souvent chez les bactéries halophile 

Ces résultats ont été en accord avec Graham et Pearker (1964) ainsi que Thami-Alami  

et al. (2010) qui ont montré que les rhizobia à croissance rapide tolèrent la salinité plus que 

les rhizobia à croissance lente.   

D’après Mahdhi et al. (2007) la majorité des isolats sont capables à pousser à une 

température comprise entre 28°C et 40°C mais pas à 45°C, quatre isolats ont été capables             



Chapitre 3                                                                                                  Résultats et discutions  

 

Page | 28  
 

à croitre à une température de 15°C (Graham, 1992). La plupart des isolats testés ont été 

tolérante à des concentrations de NaCl de 1à 3%, et une seule souche a été capable                    

de se développer à une concentration de 4% de NaCl.  

Les résultats de Chaich (2016) et Mahdhi (2007) sont en accord avec ceux de Zahran 

(1999) qui  a rapporté que la température optimale de la fixation d’azote d’une espèce 

bactérienne est généralement corrélée avec la température de l’habitat normal de cette espèce. 

Probablement cette adaptation spécifique aux températures élevées et à la salinité est 

une caractérisation des espèces des régions arides.( Karanja et Wood ,1988), ce qui est prouvé 

par Miller et Wood (1996) qui ont rapporté que les rhizobiums sont des bactéries sensibles à 

la salinité pendant le processus de la symbiose mais, elles peuvent tolérer des concentrations 

élevées en raison de leur mécanisme d’adaptation qui leur rendent capables de surmonter             

ces contraintes. Cette adaptation à la température et cette tolérance au sel a été documentée            

et confirmé par de nombreuses études réalisées dans des régions similaires (Amrani et al., 

2010 ; Barrada et al., 2012 ; Karanja et Wood ,1988 ; Rejili et al., 2012 ; Sharma et al., 2013             

et Zahran, 1999).  

4.1.2. Croissance à différents pH  

Les résultats de Mahdhi et al .(2007) ont montré que la majorité des souches ont été 

capable à pousser à des pH compris entre 6 et 12, aucune n’a été développer à Ph égale à 4. 

Ce qui est discuté par Graham (1992), montrant que les rhizobia à croissance rapide semblent 

plus sensibles à l’acidité que les rhizobia à croissance lente.  

D’après Bessadouk et al. (2021), la tolérance au pH élevé était importante pour la survie 

des rhizobia des régions arides, ce qui est en faveur par les travaux d’El-Hilali (2006), qui 

affirme que l’alcalinité est moins néfaste sur la survie des rhizobiums et la majorité des 

souches peuvent tolérer jusqu’au pH 9 et ce qui est en concordance avec les résultats                     

de Mahdhi et al. (2007) où les rhizobia peuvent tolérer jusqu'au pH 12. 

 4.2. Paramètres nutritionnels  

4.2.1. Assimilation des sucres et des acides aminés  

Selon Mahdhi et al .(2007), tous les isolats ont été capables d’utiliser une large gamme 

de source de carbone (glucose, galactose, fructose, et saccharose). Howieson et Mclenne 

(2001) ont signalé que la plupart des légumineuses de la région méditerranéenne semblent 

être nodulées par des bactéries à croissance rapide ces résultats sont en accord avec Castro et 
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al.,2000 ; Safronova VI et al.,2004), les rhizobia à croissance rapides étaient considéré 

comme des bactéries acidifiantes, alors que les rhizobia à croissance lentes étaient plus 

limitées dans leur capacité à utiliser divers sources de carbone. 

La diversité des hydrates de carbone que les rhizobiums peuvent utiliser s’explique par 

le fait que ces microorganismes se développent principalement dans des sols arides et semi-

arides, nécessitant la capacité d’utiliser efficacement une large gamme de glucides pour 

répondre à leurs besoins nutritionnels (Le Quéré et al., 2017). 

Selon Mahdhi et al .(2007), tous les isolats ont été capables d’utiliser une large gamme 

de source d’azotes (L-arginine, L-proline, L-lusine, L-therosine) 

Les résultats de test nutritionnel sont les mêmes résultats qui ont été rapportés par 

Malek et Sajnaga (1999) pour les bactéries appartenant aux Rhizobium, Sinorhisobium,                  

et Mesorhizobium. 

4.3. Sensibilité et résistance aux antibiotiques  

La sensibilité ou la résistance des rhizobia aux différents antibiotiques est utilisé comme 

moyen d’identification et de comparaison entre les différentes souches identifiées. La plupart 

des isolats sont résistant à 100 µl/ml d’ampicilline et streptomycine mais pas à la kanamycine 

à exception de 07 isolats. Ce qui est prouvé par les travaux de Batzli et al.(1992) qui 

présentent des souches avec une faible tolérance à la kanamycine. Contrairement aux résultats 

obtenus par Maatallah et al.((2002) qui ont montré que les souches de rhizobia sont 

résistantes à la kanamycine. La majorité des isolats 21 étaient résistant à 100mg/ml d’acide 

nalidixique.  

Cette différence de résistance vis à vis des antibiotiques probablement dues à la plus 

grande aptitude des souches à survivre, principalement dans les sites arides ou la sécheresse et 

le pH alcalin favorisent la croissance de bactéries productrices d’antibiotiques.(Cacciari et al., 

2003). Contrairement aux études de Mahdi et al. (2007) ; Jordan (1984) et Madrzak et 

al.(1995) ont rapporté que les souches à croissance rapide sont plus sensibles aux 

antibiotiques que les rhizobiums à croissance lente cela peut indiquer que la tolérance aux 

antibiotiques est moins corrélée à leur taux de croissance qu’aux espèces bactériennes (Rejili 

et al., 2012). 
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Conclusion  

  La symbiose rhizobium-légumineuse est une source importante d’azote fixé sous 

forme d’ammoniac dans la biosphère. Elle est par conséquent un mécanisme alternatif utilisé 

pour réduire l’application d’engrais azoté chimique couteux en production agronome. Les 

rhzibium ayant la capacité à noduler la légumineuse, peut être utilisée en toute sécurité dans 

les pratiques agricoles pour augmenter la productivité des plantes. 

Il est bien connu que les facteurs environnementaux tels que la salinité, la sécheresse, 

l’acidité, l’alcalinité compromettent la survie, la croissance et la capacité à fixer l’azote des 

Rhizobia (Zahran et al., 1994). Genista est un genre cosmopolite représenté par diverses 

espèces adaptées aux conditions environnementales extrêmes (Chaich et al., 2016) et ces 

études ont montré que les rhizobia qui lui sont associés sont généralement plus résistants                

aux facteurs environnementaux que ceux associés à d’autres légumineuses.   

Cette étude basée sur les travaux de  Mahdhi et al.(2007) ; Chaїch et al. (2016),                   

à pour but de caractériser et identifier les bactéries nodulant la légumineuse G. saharae. Ces 

bactéries symbiotiques de G.saharae poussant dans une zone  aride de Tunisie ont été décrites 

Zakhia et al.,2004 ;  Mahdhi  et  al.2007 et hyperaride d’Algérie Chaїch et al.( 2016). 

L’étude morphochimique montrait que les isolats sont des rhizobia gram négative, 

asporulées de forme de bâtonnet à croissance rapide appartient aux genres Rhizobium, Ensifer 

(anciennement appelé Sinorhizobium), Mesorhizobium, Neorhizobium et Phyllobacterium           

(Zakhia  et al.,  2004 ;  Mahdhi  et al.,2007 ; Chaїch et al., 2016).  

Les Phyllobacterium signalait dans l’étude de  Mahdhi et al.( 2007) ont été considéré 

comme des bactéries commensales qui n’avait pas la capacité de former des nodules in vitro. 

Comme les souches isolées appartient aux régions semi-aride en Tunisie et hyperaride 

en Algérie cela, leurs permettre de s’adapter et de se développer dans des températures 

élevées et  à des différentes concentrations de NaCl, de même de se développer à un pH 

alcalin compris entre 6 et 12. 

En ce qui concerne les paramètres nutritionnels, les résultats de Mahdhi et al. (2007) 

montraient que les souches isolées utilisaient une large gamme des sucres comme source                  

de carbone et des acides aminés comme source d’azote. 

 



Conclusion 

 

Page |30  
 

De tout ce qui précède ; il est intéressant de poursuivre cette étude par l’étude 

moléculaire de génomes entier ou des gènes particulier .notamment ceux responsable                 

de la nodulation ,serait sans doute utiles dans la compréhension  de l’établissement                    

de la symbiose rhizobiennes avec précision des espèces et leurs capacité de se développer 

dans les conditions abiotique extrêmes , qui caractérisent les régions arides et semi arides 

dans le but de produire des biofertilisants efficaces et fournir les meilleurs inoculant pour 

améliorer la croissance et la fixation d’azote. 
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Annexe1 

Tableau : Taxonomie des Rhizobia (Rao et al, 2018)  

Souche de rhizobium plante hôte 

Classe α Proteobacteria  

I-Ordre Rhizobiales 

II. Famille Rhizobiaceae 

Genre Rhizobium (98) Lotus, Phaseolus, Astragalus, Sesbania, Medicago, 

Mimosa, Indigofera, Hedysarum, Populus, Vicia, 

Lespedeza, Oryza, Albizzia, Kummerowia, Dalbergia , 

Caragana, Trigonella, Spharophysa, Oxytropis, 

Mung, Bean, Vigna, Rosa, Leucaena, Dalea, Clitoria, 

Siratro, Cowpea ,  Lemna, Calliandra, Pongamia, 

Arachis, Pueraria 

Genre Ensifer (anciennent 

sinorhizobium) (18) 

Glycin, Sesbania, Acasia, Medicago, Prosopis, 

Kummerowia, Leucaena, Abrus, lotus, Argyrolobium, 

Psoralea . 

Genre Allorhizobium (1) Neptunia 

Genre Shinella (1) Kummerowia 

GenrePararhizobium (1) Tumeur des fruits (non symbiotique) 

II. Famille Phylobacteriaceae  

Genre Mezorhizobium (40) Lotus, Astragalus, Leucaena, Sesbania, Amprpha, 

Prosopis, Albizzia, Biserul, Caragana, Anthyllis, 

Robinia, Alhagi, Anagyris, Acacia, Sophora. 

Genre Phylobacterium (8) Lathyrus, Argyrolobium, Astragalus, Brassica, 

Phaseolus, Lotus, Sophora 

Genre Aminobacter (1) Anthyllis 

II. Famille Bradyrhizobiaceae  

Genre Bradyrhizobium (36) Glycine,Vigna,Lespedeza,Beta,Entada,Bachyrhi

zus,Lablab,Arachis,Cytisus,Retama,Aeshynomene,Aca

cia,Inga, 

Lupin,Phaseolus,Cowpea,Centrolobium,Erythrophleu

m,Neonotonia,Desmodium,Lupinus. 

Genre Blastobacter (1) Aeschynomene 
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Genre photorhizobium (1) Aeschynomene 

IV. Famille Hyphomicrobiaceae  

Genre Devocia (1) Neptunia 

Genre Azorhizobium (3) Sesbania 

V. Famille Methylobateriaceae  

Genre Methylobacterium (3) Crotalaria,Trifokium Phyllosphere 

Genre Microvirga (4) Lupinus,Listia,Cowpea 

V-Famille Brucellaceae  

Genre Ochrobacterium (2) Lupinus,Cytisi 

II-Ordre Burkholderiales  

Famille Burkholderiales  

Genre Burkholderia (17) Dalbergia,Machaerium,Mimosa,Lebeckia,Aspal

athus,Papilionoid legumes 

Genre Cupriavidus (ancien 

Ralstonia) (2) 

Mimosa,Phaselous,Leucaena 
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Annexe 2 

Tableau  : Utilisation des souches à des différents sucres , acides aminés  et resistance aux antibiotiques(Mahdhi, 2007).  

 

 Utilisation des carbohydrates Utilisation des acides aminés Resistance aux 

antibiotiques 

souches Glucose  Galactose Fructose  Saccharose  L-leucine  L-arginine  L-tyrosine  L-proline Am Str Ka Na 

GN34 + + + + + + - + - - + + 

GN27 + + + + + + + + + + - + 

GN2 + + + + + + + + + + - + 

GN56 + + + + + + + + + + - + 

GN51 + + + + + + + + + - + + 

GN68 + + + + + + + + - + - + 

GN54 + + + + + + + + + + + + 

GN5 + + + + + + + + + + - + 

GN7 + + + + + + + + + - - + 

GN22 + + + + + + + + + + + + 

GN76 + - - - + + - + + + + - 

GN49 + + + + + + + + + + - + 

GN10 + + + + + + + + + + - + 

GN64 + + + + + + + + + + + + 

GN59 + + + + + + + + + + - + 

GN46 + + + + + + + + + + - + 
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GN26 + + + + + - + + - + - - 

GN33 + - - + - + - + + + - - 

GN25 - - + - + - - - + - - - 

GN44 + + + + + + + + - - + + 

GN36 + + + + + + + + + + - + 

GN9 + + + + + + + + + + - + 

GN55 + + + + + + + + - + - + 

GN38 + - - + + + + + + + + + 

GN15 + + + + + + + + + + - + 

GN50 + + + + + + - + - + - - 

GN24 + + + + + + + + + - - - 

GN29 + + + + + + + + + + + + 
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Annexe 3 

Composition du milieu YMB ( vincent, 1970) 

Mannitol………………………………………………10mg 

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

K2HPO4…………………………………………………..…..………………….0,5g 

Mg SO4, 7H2O…………………………..……………...0,2g 

Na Cl……………………………………..…………….0,1g 

Eau distillée…………………………………………..1000ml 

pH ajusté à 6,8 

Composition du milieu YMA (Vincent, 1970) 

Mannitol……………………………..…………………10g 

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

K2HPO4………………………………..……………….0,5g 

Mg SO4, 7H2O……………………...…………………..0,2g 

Na Cl………………………………..………………….0,1g 

Agar……………………………………..……………...15g 

Eau distillée………………………………………….1000 ml 

pH……………………………………………………….6,8 

Composition de milieu YMA + Rouge Congo (Vincent, 1970) 

YMA……………………………………..…………..1000 ml 

Solution stock de rouge Congo……………..…………..10 ml 

pH………………………………………….……………6,8 

Autoclavage……………………………….……………120°C pendant 20 min 

Composition de milieu YEM agar (Vincent, 1970) 

Yeast extract ………………………………….……… .0 4 g/l 

Solution minérale de Bergensen 10M…………..……..100ml 

Mannitol…………………………………………………10g 

Agar agar………………………………………………...15g 

Ajuster à 1L, Ph : 6,8 

Solution minérale de Bergensen (concentrée 10 fois) 

KCl……………………………………………………1g 

FeCl (liquide)…………………………………………0,2ml 

Ca Cl2, 2H2O…………………………………………0,53g 

Na2HPO4, 12H2O…………………………………….4,5g 

MgSO4, 7H2O…………………………………………1g  
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Composition de la solution nutritive en g/l (Fähreus, 1957) 

Ca Cl2…………………………………………………0,10 

MgSO47H2O………………………………………….0.12 

KH2PO4………………………………………………0.10 

Na2 HPO42H2O………………………………………0,15 

Citrate de fer……………………………………..…..0.005 

Micro éléments…………………………………….….1 ml 

Solution micro éléments g/l : 

H3BO3..........................................................................2,86 

MnSO45H2O…………………………………………2,03 

ZnSO45H2O……………………………...…………..0,22 

CuSO45H2O………………………………...………..0,08 

 Na2MoO42H2O………………………………………0.14 

 pH………………………………………….…………6,8 

 Autoclavage…………………………………………..120°C pendant 20 min 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Résumés 
 



 :الملخص

 
يريا التي تعمل على تشككيل عدكد علكى مىكتذو  كلور البدذليكات حسكر  تحىكيت مر،وريت كا    كي تركزت معظم الدراسات على التعرف و تحديد البك          

خاصكو المتذا كدب حشكما    Génista saharaeو المتعلدكو حنبتكو  حيت أ ريت الدليل مكت الدراسكات علكى هاتكب البكتيريكا الملبتكو لنتكرو يت السك ف ال كذ  

   .ا ريديا

  Génista Saharae    بـنبتك و المتعايشكـو مكـ   لريوـد ال كـذ،ب حالعدكـتيريا المذ كـريو للبككـد الخصكاصص المظ كـى  تحديكـدف الكـو ت كـله الدراسكـه          

  الحكرارب،  ت كار  nacl) ،ر كو الحمذةكو   تركيكز ملك   كل مت ال زاصر و تكذن  مكت خك    ابختبكارات الزيزيزلذ يكو ل ي المناطق ال ا و    المتذا دب 

لبكتيريككا غلاصيككو متمللككو  ككي مككدو اسككتعما  البكتيريككا للىكككريات و اوحمككا  ابمينيككو و كككلا تحديككد المظ ككر البيذكيميككاصي مككت خكك   ،راسككو مككدو مداومككو ا

 للمضا،ات الحيذيو.

 

        Abstract  

Most studies of rhizobia have focused on identification and systematics of symbionts nodulating crop 

legumes because of their interest in  improving  yield.  However, few  studies  investigated  the endosymbiotic 

nitrogen-fixing bacteria nodulating, in particular in North Africa. 

    This study aims to characterize phenotypically the endosymbiotic bacteria isolated from root-

nodules of  spontaneous  shrub  legume Génista saharae  growing in arid and infra-arid regions  of Algeria 

and Tunisia ,respectively. Phenotypic characterization was performed using  physiological tests (different 

pH levels, NaCl concentrations,  and  tolerance  to  temperature),  nutritional  experiments  (assimilation  of  

different carbohydrates and amino acids) and biochemical profiling  (antibiotic resistance). 

 

 Resumé 

La plupart des études sur les rhizobiums se sont  concentrées sur l'identification et la systématique 

des symbiotes qui nodulent les légumineuses des cultures en raison de leur intérêt à améliorer le rendement. 

Cependant, peu d'études  ont  étudié  les  bactéries  fixatrices  d'azote atmosphériques qui nodulent l’espèces 

de légumineuse spontanée Genista saharae, en particulier en Afrique du Nord.  

Cette étude vise à caractériser  phénotypiquement  les  bactéries  symbiotiques  isolées  des nodosités 

des racines des légumineuses spontanées Genista saharae  qui pousse dans les régions hyper-arides et infra-

arides du sud-est  de  l'Algérie ainsi que la Tunisie. La  caractérisation  phénotypique a été  réalisée  à  l'aide  

de  tests  physiologiques  (pH, différentes concentrations  de NaCl  et  tolérance  à  la  température), 

d'expériences  nutritionnelles  (assimilation  de différents glucides et acides aminés) et de profil biochimique 

(résistance aux antibiotiques), 
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	Annexe1
	Tableau : Taxonomie des Rhizobia (Rao et al, 2018)
	Annexe 2
	Annexe 3
	Composition du milieu YMB ( vincent, 1970)
	Mannitol………………………………………………10mg
	Extrait de levure…………………………..……………0,4g
	K2HPO4…………………………………………………..…..………………….0,5g
	Mg SO4, 7H2O…………………………..……………...0,2g
	Na Cl……………………………………..…………….0,1g
	Eau distillée…………………………………………..1000ml
	pH ajusté à 6,8
	Composition du milieu YMA (Vincent, 1970)
	Mannitol……………………………..…………………10g
	Extrait de levure……………………..…………………0,4g
	K2HPO4………………………………..……………….0,5g
	Mg SO4, 7H2O……………………...…………………..0,2g
	Na Cl………………………………..………………….0,1g
	Agar……………………………………..……………...15g
	Eau distillée………………………………………….1000 ml
	pH……………………………………………………….6,8
	Composition de milieu YMA + Rouge Congo (Vincent, 1970)
	YMA……………………………………..…………..1000 ml
	Solution stock de rouge Congo……………..…………..10 ml
	pH………………………………………….……………6,8
	Autoclavage……………………………….……………120 C pendant 20 min
	Composition de milieu YEM agar (Vincent, 1970)
	Yeast extract ………………………………….……… .0 4 g/l
	Solution minérale de Bergensen 10M…………..……..100ml
	Mannitol…………………………………………………10g
	Agar agar………………………………………………...15g
	Ajuster à 1L, Ph : 6,8
	Solution minérale de Bergensen (concentrée 10 fois)
	KCl……………………………………………………1g
	FeCl (liquide)…………………………………………0,2ml
	Ca Cl2, 2H2O…………………………………………0,53g
	Na2HPO4, 12H2O…………………………………….4,5g
	MgSO4, 7H2O…………………………………………1g
	Composition de la solution nutritive en g/l (Fähreus, 1957)
	Ca Cl2…………………………………………………0,10
	MgSO47H2O………………………………………….0.12
	KH2PO4………………………………………………0.10
	Na2 HPO42H2O………………………………………0,15
	Citrate de fer……………………………………..…..0.005
	Micro éléments…………………………………….….1 ml
	Solution micro éléments g/l :
	H3BO3..........................................................................2,86
	MnSO45H2O…………………………………………2,03
	ZnSO45H2O……………………………...…………..0,22
	CuSO45H2O………………………………...………..0,08
	Na2MoO42H2O………………………………………0.14
	pH………………………………………….…………6,8
	Autoclavage…………………………………………..120 C pendant 20 min

