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Introduction géenérale

La surface de la Terre est constituée en grande partie de zones arides et semi-arides. Ces
zones s'étendent sur une grande superficie en Algérie et se distinguent par des conditions
environnementales difficiles, comme des températures élevées, des précipitations faibles et des sols
pauvres en nutriments. Ces éléments restreignent grandement la diversité biologique et la
production agricole. Toutefois, certaines espéeces végétales comme les légumineuses ont connu une
évolution afin de résister a ces conditions difficiles. Leur réussite est principalement due a leur
aptitude a établir des liens symbiotiques avec des bactéries du genre Sinorhizobium, qui sont des

agents de fixation de I'azote (Bensaid, 2006).

Les légumineuses jouent un role essentiel tant sur le plan économique qu’environnemental.
En s'attachant aux bactéries qui fixent lI'azote, ils ont la capacité d'améliorer la qualité du sol et de
diminuer l'utilisation d'engrais chimiques. Dans les systémes agricoles traditionnels en Algérie, ces
plantes jouent un role essentiel dans la durabilité des pratiques agricoles dans des environnements
difficiles (Murray, 2004).

L'importance de la bactérie Sinorhizobium dans les systémes symbiotiques des Iégumineuses
a été montrée par des recherches précédentes (Rome et al., 1996 ; Baudoin, 2001 ; Murray, 2004).
Ils ont souligné la variété genétique de ces bactéries et leur aptitude a accumuler de l'azote dans
des conditions arides. Toutefois, nous ne sommes pas encore pleinement familiers avec les diverses
souches de Sinorrhizobium présentes dans les sols arides et semi-arides d'Algérie et avec leurs

interactions particuliéres avec diverses especes de légumineuses (Willems et al., 2006).

Les objectifs de cette étude sont nombreux, tout d'abord, ce travail pourrait favoriser une
meilleure compréhension des écosystémes des zones arides et leurs influences sur la diversité des
especes du genre étudié. En plus, cela pourrait permettre de repérer les souches de Sinorhizobium
identifiées dans ces écosystemes et qui pourrait étre exploitées afin d'améliorer la productivité des
légumineuses dans les zones arides ce qui est crucial pour développer des pratiques agricoles
durables. Finalement, cette étude peut offrir des solutions afin de rétablir les sols degradés et

renforcer la résistance face au changement climatique.
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Pour atteindre ces objectifs, nous allons essayer de répondre dans cette étude de questions
suivantes : Quels sont les types de souches de Sinorhizobium présents dans les sols arides et semi-
arides en Algérie ? Quelles sont les effets des différentes conditions environnementaux sur la

diversité de ces souches et I’efficacité de leurs relations symbiotiques avec leurs plantes hotes ?

Toutes ces informations seront le résultat de I'analyse et de la comparaison entre les résultats

des articles scientifiques liés au sujet. Pour cela, ce travail est structuré en deux parties :

Premiére partie : il s’agit des généralités sur la symbiose fixatrice d’azote l1égumineuses-

rhizobia et les deux partenaires de cette relation.

La deuxieme partie répartie en deux chapitres concerne une synthése de méthodes utilisées
pour I’identification et 1’étude des effets des conditions environnementales sur ces bactéries. Le

deuxiéme chapitre représente les résultats obtenus par les différents auteurs dans ce sujet.
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Chapitre 1 Généralités sur la symbiose fixatrice d’azote légumineuses-rhizobia

Chapitre 1 : Généralités sur la symbiose fixatrice
d’azote légumineuses-rhizobia

1. Les zones arides et semi arides en Algérie

L'Algérie, située dans la région de I'Afrique du Nord, offre une diversité géographique
remarquable, caractérisée par une juxtaposition de terrains arides et semi-arides. Au nord, le pays
est bordeé par la mer Méditerranée, dont I'influence se fait sentir dans les régions cotieres, modérant
les températures et apportant des précipitations significatives. En revanche, au sud, s'étend le vaste
désert du Sahara, ou regnent des conditions arides et inhospitalieres. Entre ces deux extrémes, dans
les zones semi-arides, on trouve un paysage typique de steppe, ponctué de végétation broussailleuse
et parsemé d'oasis éparses. Les précipitations y sont rares, et les températures peuvent étre
extrémes, avec des étés chauds et secs contrastant avec des hivers relativement doux (Bensaid,
2006).

Cette geographie variée et la répartition des zones arides et semi-arides en Algérie exercent
une influence majeure sur la formation des écosystemes locaux, les schémas climatiques et les
activités socio-économiques du pays. En effet, I'agriculture, le pastoralisme et le développement
urbain sont tous profondément fagonnés par ces conditions géographiques particulieres. Les
agriculteurs s'adaptent aux défis posés par la rareté des précipitations et les variations de
température, tandis que les nomades pastoralisates exploitent les paturages disponibles pour leur
bétail. De méme, les centres urbains se développent souvent le long des zones cdtieres fertiles ou
a proximité des oasis, ou I'eau est plus abondante et la vie plus viable. Ainsi, la géographie
complexe de I'Algérie est un élément central de son identité nationale et de son développement

socio-économique (Bensaid, 2006).
2. Les légumineuses

2.1. Généralités

Les légumineuses sont des plantes dicotylédones appartenant a la famille botanique des
Fabaceae, qui représente la troisieme famille de plantes par le nombre d’espéces, aprés les

Asteraceae et Orchidaceae. Elles sont caractérisées par : des fleurs papilionacées, une gousse
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contenant des graines, et la capacité de fixer I’azote atmosphérique par I'établissement d’une

relation symbiotique avec des bactéries fixatrices d’azote (Chabbi, 2008).

Les légumineuses constituent une grande famille Fabaceae qui regroupe des plantes a visée
ornementale (pois de senteur), fourragere (tréfle) et bien shr alimentaire. Ces derniéres se
répartissent en 3 groupes : les « légumes secs » (lentilles, pois cassés, pois chiches, feves, haricots
secs...) ; les oléagineux (arachide, soja ...) et les Iégumes a cosses (petits pois, haricots verts...).
Les légumineuses représentent une source importante de protéines pour I'alimentation humaine et

animale et de composés azotés combinés pour la biosphere (Chabbi, 2008).
2.2. Classification des léegumineuses

Les légumineuses représentent la troisieme famille des Angiospermes, derriére les
Orchidaceae et les Asteraceae, avec plus de 700 genres et pres de 20 000 especes, divisées en trois
sous-familles : les Caesalpinoideae, les Mimosoideae et les Papilionoideae, divisées elles-mémes
en groupes de genres communément appelés Tribus. Chez les deux sous-familles de Mimosoideae
et de Papilionaceae (Dekak, 2018).

Les Papilionoideae : cette sous-famille est tres cosmopolite et compte environ 14 000 espéces
divisées en 476 genres de légumineuses tropicales et tempérées. Les Papilionoideae sont réparties
en deux grands groupes de plantes cultivées : les légumineuses tempérées (ou Galegoides) comme
les genres Pisum (pois), Cicer (pois chiche), Melilotus (melilots), Lens (lentilles), Medicago
(luzerne), Lotus (lotier), Trifolium (tréfle) et Vicia (vesce). Les légumineuses tropicales (ou
phaseoloides), comme notamment les genres Cajanus, Phaseolus (haricot) et Glycine (soja)
(Dekak, 2018).

Les Caesalpinoideae : des arbres ou des arbustes tropicaux ou subtropicaux, comptent 162
genres et prés de 3000 especes. Les Mimosoideae sont composés surtout des arbres ou des arbustes

tropicaux ou subtropicaux. Cette sous-famille renferme 77 genres et 3000 especes (Dekak, 2018).
2.3. Taxonomie des légumineuses
Régné : Plantae
Sous-régne : Trachéobionta

Division : Magnoliophyta
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Classe : Magnoliopsidia

Sous classe : Rosidae

Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae

Sous-famille : Papilionoideae ; Mimosoideae ; Caesalpinioideae (Chaich et al., 2017).
2.4. Importance des légumineuses

Pour la consommation animale et humaine, les légumineuses a graines (pois, féveroles, soja,
pois chiches) et les légumineuses fourragéres (luzerne, tréfle, lupin) sont des sources essentielles
de protéines. La présence de métabolites secondaires et d'autres composes a haute valeur ajoutée
dans les lIégumineuses ouvre de nouvelles perspectives d'utilisation des légumineuses a des fins
non alimentaires (molécules bioactives, bioénergie, biopolymeres) (Gough, 2009). Les
I[égumineuses présentent un intérét écologique et économique dans le domaine de Il'agriculture.
L’année 2016 a été désignée par I’ONU comme « année internationale des 1égumineuses » dans le
but de faire connaitre leur intérét tant sur le plan nutritionnel que sur le plan agroécologique, dans
le but de préserver une agriculture durable et une biodiversité face au changement climatique
(Baudoin, 2001).

Les légumineuses sont des fertilisants écologiques : elles apportent une fertilisation naturelle
aux sols et sont largement employées dans la rotation des cultures. Les Iégumineuses n'ont pas
besoin d'azote et accumulent I'azote dans le sol, ce qui permet de diminuer les apports d'engrais
pour la culture suivante. Ceci entraine une diminution de la consommation globale d'azote, ce qui
contribue a réduire la consommation d'énergie fossile et les émissions de gaz a effet de serre
(Vincent, 2019).

3. Les rhizobia

3.1. Généralités

Le rhizobium est une bactérie bacille a Gram négatif, aérobie et non sporulée, vivant

librement dans le sol. Phylogénétiquement, ils appartiennent au clade Alpha des protéobacteries.
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Les rhizobiums sont les partenaires symbiotiques des légumineuses. Ils favorisent le

développement de nodules a I'intérieur desquels ils fixent I'azote atmosphérique

Sous une forme combinée que les plantes peuvent utiliser. Dans la plupart des cas, I'azote
atmosphérique est fixé a I'intérieur de nodules (racine ou tige), qui sont un organe symbiotique
entre les légumineuses et les bactéries. (Sadowsky et al., 1983 ; Somasegaran et Hoben, 1985 ;
Prin et al., 1993). Cependant, chez certaines especes non légumineuses des Caesalpinaceae et
Parasponia, les rhizobiums ne percent pas les parois cellulaires, mais fixent plutét l'azote

atmosphérique dans des cordons infectieux, appelés cordons de fixation (Zakhia, 2001).

On distingue généralement deux groupes pour les cultures de Rhizobium : Les rhizobiums a
croissance rapide font partie du premier groupe, qui génére de la turbidité dans le bouillon et a une
croissance assez rapide a la surface d'un milieu solide en 3 a 5 jours. Les rhizobiums a croissance
lente sont le deuxiéme groupe, qui a besoin de 7 a 9 jours ou plus pour atteindre a peu pres le méme
développement (Allen et Allen, 1950).

3.2. Classification de rhizobia

Aujourd'hui, il existe 13 genres et 117 espéces de rhizobia. Elles font partie de la classe alpha
des protéobactéries, avec des genres tels que Rhizobium, Mesorhizobium et Bradyrhizobium. Ces
derniéres années, on a également trouvé des rhizobia dans les béta protéobactéries, notamment
dans les genres Shinella, Cupriavidu et Herbaspirillum. Les diverses espéces des rhizobia sont
regroupées dans les genres mentionnés ci-aprés : Le genre Rhizobium comprend 49 especes.
Mesorhizobium est une espéce de 21 especes. L'ensifére anciennement appelé Sinorhizobium,
renferme 17 espéces. Bradyrhizobium, qui renferme 9 variétés. Burkholderia (Chen et al., 2013)
est composé de 7 especes. Azorhizobium, qui comprend deux variétés. Microvirga, (Arley et al.,
2011), comprenant trois especes. Phyllobacterium, qui regroupe trois espéces. Ochrobactrum,
(Zurdo-Pifeiro et al., 2007), qui renferme deux especes. Methylobactérieum dont 1 espece est
présente. Cupriavidus avec une seule espece. Devosia comprend une seule espece. Shinella, (Lin

et al., 2008), avec une seule espéce.

3.3. Mécanismes de tolérance a I’aridité et salinité
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La recherche récente a dévoilé des informations précieuses sur les interactions jusqu'alors
non documentées entre les Iégumineuses et les rhizobiums dans des milieux naturels hostiles,
caractérises par des températures élevées et des precipitations limitées. Les Données pédologiques
ont mis en lumiere la texture Iégere du sol et les niveaux de nutriments relativement bas, confirmant
ainsi les conditions environnementales difficiles auxquelles sont confrontés les organismes vivants
dans ces habitats. Cependant, des isolats spécifiques se sont révélés capables de capter et de fixer
I'azote atmosphérique provenant de diverses especes de légumineuses, contribuant ainsi a la
stabilisation des dunes de sable et au maintien de I'équilibre écologique des écosystémes
désertiques. Cette découverte souligne l'existence de légumineuses nodulaires adaptées aux
conditions naturelles, notamment dans les couches supérieures du sol (Bogusz, 1985).

La survie des bactéries du sol, telles que les rhizobia, repose sur une panoplie de stratégies,
dont la protection de leurs membranes contre les agressions environnementales constitue un
exemple significatif. Compte tenu des défis inhérents a leur mode de vie double, ou ils évoluent a
la fois dans le sol et dans les racines des plantes, il n'est guére surprenant que les rhizobiums aient
développé une diversité de stratégies pour relever les défis environnementaux. Ces adaptations
comprennent notamment des modifications au niveau des composants protéiques et lipidiques de
leurs membranes, permettant ainsi a ces micro-organismes de s'adapter et de prospérer dans des

environnements variés et souvent hostiles (Bogusz, 1985).

4. La fixation symbiotique d’azote.

4.1. Etablissement de la symbiose Rhizobium-légumineuses

L'établissement de la symbiose entre les rhizobia et les Iégumineuses repose sur un dialogue
moléculaire complexe qui donne naissance a des structures racinaires spécialisées appelées
nodules. Ce processus implique une collaboration étroite entre la plante et la bactérie, caractérisée
par des échanges de composés spécifiques. Les rhizobia ont la capacité unique de convertir I'azote
atmosphérique en ammonium dans ces nodules nouvellement formés, fournissant ainsi a la plante
une source d'azote essentielle a sa croissance. En retour, la plante fournit aux rhizobia des hydrates
de carbone produits par photosynthese ainsi qu'un environnement protecteur favorable a leur

développement (Perry et al., 2004).
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4.1.1. Formation de nodulation

La formation des nodosités est remarquable en raison de son haut degré de spécificité. Cette
symbiose est le résultat d'une interaction dynamique entre les rhizobia et leur plante héte, ou une
multitude de signaux moléculaires spécifiques sont échangés tout au long du processus de

formation des nodules (Revellin, 2012).
4.1.2. Echange de signal d’infection

Pour la plupart des légumineuses étudiées, la nodulation commence par la production de
Iégumineuses d'un mélange de composés, principalement des flavonoides, qui entrainent la
synthese de la protéine NodD chez les rhizobia. La transcription d'autres genes impliqués dans la
nodulation est activée par la protéine NodD, y compris ceux indispensables a la production de
facteurs Nod, les molécules signal produites par le rhizobium et détectées par la plante, qui

entrainent I'organogeneése des nodules (Andrews, 2017).
4.1.3. L’infection

L'infection proprement dite commence lorsque les rhizobia pénetrent dans les poils
racinaires, entrainant la formation d'une barriere cellulaire qui entoure I'infection en
développement. Ce processus crée un fil d'infection qui se propage a travers le cortex racinaire, se
ramifiant plusieurs fois pour permettre la colonisation des cellules corticales par les rhizobia
(Andrews, 2017).

4.1.4. Développement du nodule et maturation des bactéroides

Le développement ultérieur des nodules et la maturation des bactéroides marquent les
derniéres étapes de la symbiose. Les rhizobia sont libérés dans les cellules corticales, ou ils se
divisent et se différencient en bactéroides, des cellules spécialisées dans la fixation de I'azote. Ce
processus complexe assure un approvisionnement adéquat en azote pour la plante héte, tout en

permettant aux rhizobia de prospérer dans leur environnement symbiotique (Downie, 2012).
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Figure 1. Différentes étapes de 1’établissement de la symbiose rhizobia-légumineuse

(Faghir, 2012).

5. Importance de la fixation symbiotique d’azote

La fixation biologique de I'azote atmosphérique, un processus essentiel a la survie de la vie
sur Terre, joue un réle aussi crucial que la photosynthese. Ce processus, qui implique la symbiose
entre les rhizobia et les légumineuses, est I'un des mécanismes les plus importants influencant la
production végétale et la fertilité des sols (Serraj et al., 2004 ; Franche et al., 2009). En effet, les
rhizobia présents dans les nodules racinaires des Iégumineuses sont capables de fixer de grandes
quantités d'azote atmosphérique dans le sol (Abdel-Ghafar, 1989 ; Franche et al., 2009).

Cette symbiose est cruciale pour la productivité agricole et le cycle biogéochimique de
I'azote, étant donné sa capacité a réduire les colts, a diminuer l'utilisation d'engrais azotés et a

éviter les conséquences écologiques néfastes associées a leur utilisation (Perry et al., 2004).
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Dans le cadre des pratiques agronomiques visant a réduire I'utilisation d'intrants, la symbiose
rhizobia-légumineuses revét une importance capitale en fournissant les éléments fertilisants
essentiels. Par exemple, cette association peut conduire a une fixation d'azote atmosphérique
pouvant atteindre 200-300 kg par hectare pour des légumineuses fourragéres ou des plantes a
graines comme le soja (Adolphe et al., 2017).
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Chapitre Il : La méthodologie suivie dans les travaux
choisis
Un total de 15 articles scientifiques a été sélectionnés pour faire notre analyse dont on
cite :(Sebbane et al., 2004 ; Mrabet et al., 2016 ; Amrani et al., 2010 ; Noureddine et al., 2010 ;
Boukhatem et al., 2012 ; Chreiet et al., 2014 ; Baba Arbi et al., 2015 ; Sobti et al., 2015
Boukhatem et al., 2016 ; Chaich et al., 2017 ; Benselama et al., 2017 ; Azib et al., 2019 ; Djouadi
etal., 2019 ; Azib et al., 2021 ; Djouadi et al., 2021).

1. Collecte d’échantillons

Il est important de sélectionner et d'étudier les nodules pendant une période précise ou la
plante est en pleine activité. La récolte est réalisée au printemps, en mars et en avril, lorsque la terre
est seche. Au cours de cette période de I'année, les nodules sont développés et visibles au niveau
des racines, et sont d'un rougeéatre qui peut suggeérer la présence de legmoglobine et de fixation
active de l'azote (Rejili et al., 2007).

D’apres les 15 études sélectionnées, la collecte est réalisée en utilisant la méthode de Vincent
(1970) et Beck et al. (1993). Pour récupérer I'ensemble de I'appareil racinaire, il est nécessaire de
creuser une fosse d'environ 15cm au tour de la plante et de 20cm de profondeur. Ensuite, il est
nécessaire de retirer délicatement le sol entourant les racines avec les mains. Les nodules sont

ensuite placés dans des sacs en plastique et transportés immédiatement au laboratoire.

Tableau 1: Les legumineuses etudies dans les différentes régions en Algérie.

Articles Régions Espéces (plantes)
Mrabet et al. (2006) - Sebkha (Misserghin) - Medicago ciliaris
- West Algérie - M. polymorpha
-Acacia saligna
-A. longifolia
Armani et al. (2010) - Tlemcen -A. melanoxylon
- Djelfa -A. ehrebergiana
-A. nilotica
-A. tortilis
Noureddine et al. (2010) - Tlemcen -Acacia tortilissubsp
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- Tindouf -A. raddiana
- Béchar
- Oran )
-Acacia seyal
- Mostaganem
) -A. karroo
- Relizane )
Boukhatem et al. (2012) ) -A. saligna
- Ain Defla ]
-A. ehrenbergiana
- El Bayadh o
-A. nilotica
- Adrar
- Tamanrasset
Chaich et al. (2017) - Metlili )
) -Genistae Saharae
-Taibet(EastSahara)
Benselama et al. (2017) - Algérie - Vicia faba
- Oran -Hippocrepis multisiliquosa
- Batna -H. minor
) ) - Blida -H. atlantica
Djouadi et al. (2021) )
- Khenchela -H. monticola
- Djelfa -H. constricta
- Ghardaia -H. areolata
- Laghouat
) - Lotus Roudarei
) ) - Djelfa o
Djouadi et al. (2017) -L. glinoides
- Tamanrasset o
-L. jolyi
-L. arabicus
) - Ghardaia
Azib et al. (2021) ] )
- Ouargla -Medicago sativa
- El Oued
-Acacia ehrenbergiana
Boukhatem et al. (2016) -A. nilotica
- Tamanrasset )
-A. seyal Delile,
-A. tortilis
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-A. laeta Delile
Baba Arbi et al. (2015) -Medicago littoralis
- Touggourt o
-M. indicus
Sobti et al. (2015) - Quargla -Medicago sativa
Azib et al. (2019) - Ouargla -Medicago sativa
Cheriet et al. (2014) - Zerizer -Medicago ciliaris
- Medicago polymorpha,
Sebbane et al. (2004) o - M. minima,
- Béjaia .
- M. arabica,
- M. orbicularis

2. lIsolement des bactéries a partir des nodules
Il s'agit de la méthode décrite par Somasegaran et Hoben (1994). Les nodules conservés par
dessiccation sont réhydratés en les plongeant dans de I'eau distillée stérile pendant 24 heures dans
le réfrigérateur & 4°C, puis en les utilisant immédiatement aprées une heure a température ambiante.

Cette méthode a été utilisée par les 15 études sélectionnées.
2.1. Stérilisation de la surface des nodules

D’apres les études sélectionnées, La surface des nodules est stérilisée en les plongeant
pendant 30 secondes dans de I'éthanol (95 % V/V), puis pendant 3 minutes dans de I'nypochlorite
de sodium a 5,25 % ou 3 % de peroxyde d'hydrogéne, puis en les lavant six fois avec de l'eau

distillée stérile.

Ensuite, ils ont été stérilisés individuellement en surface en les plongeant dans 35 % H:0-
pendant 15 secondes a 2 minutes en fonction de leur taille. Cette étape a été réalisée par Boukhatem
et al. (2012).

2.2. Ecrasement des nodules et ensemencement des boites

Les nodules stériles dans tous les études selectionnees étaient écrasées dans une grosse goutte
d'eau sterile dans une boite de Pétri a I'aide d'une pince a bout arrondi lors de la premiere étape du

processus d'isolement selon la méthode de Somasegaran et Hoben, (1994). Les bactéries fixatrices
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d'azote sont isolées directement des nodules racinaires de la plante hdte ou du sol en utilisant des

extraits de levures sur un milieu de culture sélectif au mannitol (YEM).

Aprés une incubation de 4 a 5 jours a une température de 28°C, le Des cultures successives
ont éeté effectuées pour purifier les colonies, puis elles ont été analysées au microscope photonique
pour vérifier leur pureté. Ensuite, les isolats ont été conserves a -80°C avec du glycérol (1 :1 v/v)

dans un laboratoire Eppendorf .
3. Méthodes appliquées a I’étude de la diversité des rhizobia
3.1. Caractérisation phénotypique
3.1.1. Tolérance aux différentes concentrations de NaCl

Ce test vise a évaluer la résistance des bactéries aux conditions de salinité, ainsi qu'a identifier

les valeurs inhibitrices des souches.

(Sebbane et al., 2004), (Merabet et al., 2006), (Boukhatem et al., 2012) ainsi que (Sobti et
al., 2015) , (Baba Arbi et al., 2015) (Boukhatem et al., 2016), (Chaich et al., 2017) et (Azib et al.,
2021) évaluent la tolérance des souches au sel en mesurant leur croissance dans un milieu YEMA
avec une addition de chlorure de sodium a différentes concentrations (40, 60, 80, 170, 340, 510,
680, 1034 et 1280 mM de NaCl). Les plaques ont subi une incubation de 7 jours. On a évalué la

tolérance des bactéries en se basant sur la densité de croissance.
Les études restantes n'ont pas fait le test de tolérance aux différentes concentrations de NaCl.
3.1.2. Tolérance a la temperature

Pour évaluer les températures maximales de croissance, les souches sont cultivées dans le
milieu YEMA a diverses températures (4, 28, 37, 40, 45 et 50 °C) Les lectures sont réalisées aprés
une incubation de 24 a 72 heures jusqu'a 10 jours (Boukhatem et al., 2012 ; Baba Arbi et al., 2015
; Boukhatem et al., 2016 ; Chaich et al., 2017 ; Azib et al., 2021).

Les études restantes n'ont pas fait le test de tolérance a la temperature.
3.1.3. Test de tolérance aux différents pH

Le but de ce test est d’évaluer I’aptitude des isolats a tolérer des différents pH (4, 4.5, 5, 5.5,
6.8, 8, 9 et 10). Le test a éte effectué en suivant la méme méthode que les tests précédents, en

utilisant YEMA ajusté avec des solutions de NaOH et HCI variées en termes de pH. Les boites sont
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incubées pendant trois jours a une température de 28 °C. Les résultats de ce test sont évalués de la
méme maniére que le test précédent (Sebbane et al., 2004 ; Baba Arbi et al., 2015 ; Cheriet et al.,
2015 ; Azib et al., 2021).

Les études restantes n‘ont pas fait le test de tolérance aux différents pH.
3.1.4. Tests biochimiques

L’étude menée par Baba Arbi et al. (2015) est la seule étude qui a fait les tests de métabolisme
des glucides. Les tests sont effectués a I'aide du systeme API 20 NE et de la galerie AP1 50 CH,
qui sont des systéemes standardises comportant respectivement 20 et 50 tests. Les tests APl 20 NE
visent a identifier les batonnets Gram négatifs conformément aux recommandations des fabricants,
tandis que la galerie APl 50 CH est utilisée pour évaluer la capacité des isolats a métaboliser les
glucides. Les galeries sont incubées a 28 °C et observées quotidiennement pendant une période de

7 jours.
3.1.5. Test de nodulation
Ce test vise a examiné la capacité des isolats a noduler et a fixer I'azote sur les plantes.

Chacune des études (Sebbane et al., 2004), (Mrabet et al., 2006), (Armani et al., 2010),
(Noureddine et al., 2010), (Boukhatem et al., 2012), (Baba Arbi et al., 2015), (Boukhatem et al.,
2016) (Chaich et al., 2017), (Bensalma et al., 2017), (Djouadi et al., 2017), (Djouadi et al., 2021)
a réalisé ce test.

Avant d'étre utilisées, les graines ont été stérilisées et avec une lame coupante les nodules

sont transversalement coupés afin de libérer la dormance.

Pour confirmer que les nodules et les graines ont été stérilisés de surface en les roulant sur
gélose nutritive, puis en les incubant a 28°C. Par la suite, les graines sont prégermés sur gélose a
I'eau (0,75 % p/v) pendant trois jours a une température de 25°C, puis semées dans des pots en
plastique contenant 300 g d'un mélange stérile de sable noir de riviére et de tourbe, ou de sable de

construction qui est utilisée par Baba Arbi et al. (2015).

Trois ml d’une culture bactérienne (d’un bouillon TY ou YEMA en phase exponentielle) ont
été utilisés pour inoculer les plantes jeunes. Deux mois aprés l'inoculation, les plantes ont été
collectées et analysées afin de rechercher la présence de nodules racinaires. La couleur vert foncé

des feuilles, la vitalité des plantes et I'apparition de couleurs rouges ou roses dans les coupes

15



Chapitre 11 La méthodologie suivie dans les travaux choisis

transversales des nodules ont éte utilisées pour évaluer I'efficacité des partenaires symbiotiques.
Cette couleur est due a l'accumulation de legmoglobine, une hémoprotéine qui se trouve

exclusivement dans lI'azote (Boukhatem et al., 2016).
Pour le reste des études, ils n’ont pas réalisé le test de nodulation.
3.2. Caractérisation phylogénétique

Chacune des études (Mrabet et al., 2006), (Amrani et al., 2010), (Noureddine et al., 2010),
(Boukhatem et al., 2012), (Baba Arbi et al., 2015), (Boukhatem et al., 2016), (Chaich etal., 2017),
(Djouadi et al., 2017), (Azib et al., 2021), (Djouadi et al., 2021) a réalisé la caractérisation
phylogénétique.

3.2.1. Séquencage et analyse phylogénétique des génes de ’ARNr 16S

Le séquencage de I'ADNr 16S a acquis une importance capitale dans la classification des
bactéries. Les séquences codant de I'ARNr 16S se composent des zones trés rares et de parties de

séquences tres variables (Boukhatem et al., 2016).

La méthode la plus efficace et la plus rapide pour identifier les relations et la position
phylogénétique des bactéries symbiotiques des légumineuses est l'analyse de I'ADNr 16S
(Boukhatem et al., 2016).

3.2.2. Extraction de ’ADN bactérien

L’étude génotypique des souches peuvent étre réalisée selon différents protocoles
d’extraction d’ADN et d’amplification du geéne de I’ARNTr 16S présentés par les différents auteurs
(Amrani et al., 2010).

L’ADN total des souches est extrait a partir d’aliquotes de 1,5 ml de cultures menées en

milieu TY. Cette étape est réalisée selon les protocoles développés par les constructeurs.

Le mini kit QIAAmp (QIAGEN, Diisseldorf, Allemagne), ou le kit d’extraction et de
purification d’ADN Spin Clean (Mbiotech, Inc., Séoul, Corée du Sud) (Amrani et al., 2010).

3.3.2. Amplification du géne codant pour ’ARNr 16S numérotation de titre

Les fragments des genes de I’ARNr 16S des isolats sont amplifiés. Le programme de PCR
comprenait une étape initiale de dénaturation, suivie des cycles de dénaturation, d'hybridation et
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d'extension, puis une étape finale d'extension (Merabet et al. ; 2006 ; Amrani et al., 2010 ; Baba
Arbi et al., 2015).

Tableau 2: Les promoteurs d'amplification et de séquencage.

Amorces Séquences 5°— 3’ Références
FD1 5> AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
Baba Arbi et al. (2015)
rD1 5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’
FGPS 6 5-GGAGAGTTAGATCTTGGCTCAG-3 Merabet et al. (2006)

FGPS 1509 5'-AAG GAG GGG ATC CAG CCG CA-3’" | Boukhatem et al. (2012)

16S-1080r 5'-GGG ACT TAA CCC AAC ATC T-3' Boukhatem et al. (2016)

16F27 5’ -AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’
Amrani et al. (2010)
16R1488 5’ -CGGTTACCTTGTTACGACTTCACC-3’
Djouadi et al. (2021)
16F530 5’ -TTCGTGCCAGCAGCCGCGG-3’
Djouadi et al. (2017)
16R343 5’ -ACTGCTGCCTCCCGTA-3’

Les trois restent études ne mentionnent pas les amorces utilisées.

Les amplifiants ont été purifiés puis séquencés en bidirection en utilisant les mémes
amorces dans le tableau 2 (Merabet et al., 2006 ; Amrani et al., 2010 ; Baba Arbi et al., 2015).

Pour le reste des études, ils n’ont pas réalisé la caractérisation phylogénétique.
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Chapitre 111 : Resultats et discussion des travaux
choisis
Dans cette partie on présente les résultats rapportés dans les 15 travaux étudiés concernant

les parties relatives a la recherche de souches de Sinorhizobium présentes dans les sols arides et

semi-arides en Algérie.

1. Isolement des bactéries a partir des nodules
D’aprés les 15 articles que nous avons étudiés, sept cent trente-deux (732) isolats ont été
obtenus et étudiés des nodules racinaires des légumineuses (Tableaul) de différentes régions

résumées dans (Tableau 3).

Tableau 3: Nombre d’isolats obtenus a partir des nodules racinaires des Iégumineuses dans les
différentes régions.

Article Régions Nombre d’isolat
Sebbane et al. (2004) -Béjaia 10
- Sebkha

Mrabet et al. (2006) ) ) . 27
(Misserghin) West Algérie

) -Tlemcen
Amrani et al. (2010) ) 27
-Djelfa

-Tlemcen
Noureddine et al. (2010) - Tindouf 51

-Béchar

-Oran
-Mostaganem
- Relizane
-Ain Defla 48
-El Bayadh

- Adrar

- Tamanrasset
Chaich et al. (2017) -Metlili
-Taibet(EastSahara)

Boukhatem et al. (2012)

57
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Bensalma et al. (2017) -Algérie 20
-Oran
-Batna
Djouadi et al. (2021) - Blida
-Khenchela 26
-Djelfa
-Ghardaia
-Laghouat
Djouadi et al. (2017) -Djelfa 38
-Tamanrasset
Azib et al. (2021) “Ghardelia
-Ouargla 48
-El Oued
Boukhatem et al. (2016) -Tamanrasset 81
Baba Arbi et al. (2015) -Touggourt 40
Sobti et al. (2015) -Ouargla 07
Azib et al. (2019) -Ouargla 60
Chreiet et al. (2014) -Zerizer 37

Toutes les souches rhizobiales isolées sont identifiées d’abord sur la base des

caractéristiques phénotypiques suivantes :

2. Caractéres morphologiques et culturaux
Pour l'isolement de ces bactéries, le milieu de culture utilisé est ’'YEMA additionné du
colorant rouge Congo (RC) par 1’étude de Benselama et al. (2017) et de Baba Arbi et al. (2015) et
du BTB par I’étude de Sobti et al. (2015) selon la méthode de Somasegaran et Hoben en 1994. Les
souches sont ensuite caractérisées a l'aide de plusieurs tests. Tout d'abord, I'examen de la
morphologie des colonies a été effectué, suivi de I'évaluation du taux de croissance et de la

morphologie cellulaire au microscope optique en plus de la réaction de coloration de Gram.

2.1. Caractéeres culturaux des isolats de rhizobia
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Amrani et al. (2010) et Bensalma et al. (2017) rapportent que les rhizobia présentent deux

types de croissance : les bactéries a croissance lentes et les bactéries a croissance rapide.

En regle générale, la durée de croissance est comprise entre 3 et 5 jours pour les croissances
rapides et entre 5 et 7 jours pour les croissances lentes, dans ce cas il faut environ 7 a 12 jours pour
que les colonies atteignent leur taille maximale sur gélose ou pour qu'elles se développent en milieu
liquide. Le taux de croissance dépend de la température d'incubation (idéalement entre 25 et 30
°C), de l'origine (culture ou nodule), de I'aération (dans les cultures liquides) et de la composition

du milieu (Somasegaran et Hoben, 1994).

Les isolats obtenus dans les différentes études ont présenté des caractéristiques

morphologiques et culturelles typiques aux rhizobia a croissance rapides
2.2. Caractéristiques morphologiques
2.2.1. Caractéristiques macroscopiques

Le résultat de Mrabet et al. (2006) montrent quelles colonies sont généralement circulaires,
convexes, et ont une surface lisse a fine, bien que certaines puissent étre légerement irrégulieres.
Elles sont généralement translucides a semi-translucides, bien que des variations de couleur

puissent étre observées.

Azib et al. (2021) rapportent que les isolats obtenus présentent des colonies mesurent
généralement de 1 a 5 mm de diametre apres quelques jours d'incubation. En plis, les isolats de
Baba Arbi et al. (2015) présentent un aspect muqueux due a la produisent une quantité significative
de polysaccharides, ce qui peut étre observé comme une substance luisante ou gélatineuse autour

de la colonie.

Selon Benselama et al. (2017) et Baba Arbi et al. (2015) la majorité des isolats ne montrent
pas d'absorption de colorant rouge Congo dont Somasegaran et Hoben (1994) rapportent que c’est
un caractere des rhizobia alors que les bactéries endophytes absorbent ce colorant en donnant des

colonies rouges.

De méme, Sobti et al. (2015) rapportent que les colonies des Sinorhizobium peuvent varier
en couleur, allant du blanc translucide au jaune. Certaines études mentionnent des colonies

blanches, d'autres des colonies jaunes ou méme marbrées.
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Selon Sobti et al. (2015), sur milieu de culture (YEMA ou TY) additionné de BTB, les
souches peuvent acidifier le milieu de culture, ce qui est indiqué par un changement de couleur du
milieu de bleu a jaune, cette propriété distingue les rhizobia a croissance rapide comme le genre
Sinorhizobium de deuxieme type a croissance lente (tel que Bradyrhizobium) qui conserve la

couleur bleue de milieu au cours de leur croissance d’aprés Somasegaran et Hoben (1994).

L’¢tude menée par Caiche et al. (2017) montre que dans certains cas, les colonies peuvent
se fusionner former une croissance confluente di a la production de mucilage ou de

polysaccharides.
a

Figure 2. (a, b) Caractéristiques morphologiques, (c) Rhizobium cultivé sur milieu YMA +
Rouge Congo, (d) Rhizobia cultivés sur milieu YMA + Bleu de Bromothymol (BTB) (Sobti et
al., 2015).

2.2.2. Caractéristique microscopique

Afin de vérifier le type de Gram des cultures bactériennes, il est nécessaire d'effectuer une
microscopie. Tous les travaux étudiés rapportent que les isolats obtenus présentent apres coloration
de Gram des coccobacilles Gram négatif. 1l est connu que les rhizobia sont des bactéries a Gram
négatif (Somasegaran et Hoben, 1994).

3. Caractérisation phénotypique
3.1. Les tests physiologiques

3.1.1. Tolérance aux différentes concentrations de NaCl

Ce test est effectué afin de déterminer le niveau de tolérance des isolats a la salinité en
utilisant différentes concentrations de NaCl (40, 60, 80, 170, 340, 510, 680, 1034 et 1280 mM de
NaCl).
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Toutes les études qui réalisent le test rapportent que les souches étudiées ont montré une

tolérance assez élevée a la salinité in vitro, car environ 20 % d'entre elles ont atteint le niveau testé
de 1 034 mM de NaCl.
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Figure 3. Effet des différentes concentrations de NaCl sur la croissance des rhizobia.

Les axes dans la figure 3 représentent les pourcentages des souches qui ont capables a croitre

les différentes concentrations de NaCl.

A des concentrations de NaCl de 40, 60, 80, 170, 510 et 680 mM, la croissance des rhizobia

est presque constante et élevée

Le graphigue indique clairement qu'a des concentrations de NaCl supérieures a 680 mM, la

croissance des rhizobia commence a diminuer de maniere significative.

A 1280 mM, le NaCl a un effet presque totalement inhibiteur sur la croissance des rhizobia.

Selon Baba Arbi et al. (2015), Boukhatem et al. (2016), Chaich et al. (2017), Azib et al.

(2021), les résultats montrent que les rhizobia a croissance rapide, sont plus tolérants a la salinité

que celles a croissance lente sont également en accord avec ceux Zahran, (1999), Cacciari et al.
(2003), Thami-Alami et al. (2010).
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Les résultats d’Azib et al. (2021) Les souches isolées de Ghardaia ont présenté la plus faible
tolérance a la salinité, en revanche, aux concentrations les plus élevées, sont les souches d’El Oued,

la région la plus saline, qu’ont donné les meilleurs résultats.

Hatimi et al., (2001) rapportent que le niveau de tolérance a la salinité dépend du milieu

écologique d’origine des souches.

Par contre Boukhatem et al. (2012) indiquent quelles bactéries hautement tolérantes ont été
isolées pour la plupart dans des sites non salins (EI Bayadh, Adrar, Mestghanem, Ain Djelfa,

Relizane...).
Ce qui indique que les souches ont la capacité a adaptées les conditions défavorables.
3.1.2. Latolérance a la température

Généralement, les rhizobia (en particulier les Sinorhizobium) ont une température de

croissance optimale comprise entre 28 et 31°C (Somasegaran et Hoben, 1994).

Selon Baba Arbi et al. (2015), Azib et al. (2021), les souches de Rhizobia sont bien
développées aux températures entre 20 et 40°C, mais pas de croissance a 45°C, malgré que ces
isolats soient échantillonnés a partir de région chaudes (Ghardaia ; Ouargla ; Touggourt et El
Oued).

Jordan en (1984) rapporte que les rhizobia sont des bactéries qui peuvent étre inhibées en
augmentant ou en diminuant la température d'incubation il a observé que les rhizobia a croissance
lente étaient considérablement plus résistants aux températures élevées que les rhizobia a

croissance rapide.

Par contre, Jordan (1984) note également que les rhizobia a croissance rapide sont plus
sensibles aux températures élevées et subissent une inhibition significative lorsque la température

d'incubation est augmentée.

Les résultats de Boukhatem et al. (2012), Boukhatem et al. (2016) et Chaich et al. (2017),
montrent que les souches ont la capacité de se développer a des températures de 35 a 50°C, avec
une tolérance plus remarquable a 40 que a 50°C malgré que ces isolats soient échantillonnés aussi

a partir des régions chaudes.
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Certaines souches de rhizobia puissent tolérer des températures €levées, leur capacité de
croissance optimale se situe généralement dans une plage plus restreinte.

3.1.3. Test de tolérance aux différents pH
Selon le graphique nous avons les résultats suivants :

e Les axes dans la figure 4 représentent les pourcentages des souches qui ont capables a croitre
les différents pH.

e |l existe une variation significative de la croissance des rhizobiums & des niveaux de pH

extrémes (4, 4.5 et 10) entre les différentes études.

e La croissance des rhizobiums est optimale aux niveaux de pH 5, 5.5, 6.8, 8 et 9 dans toutes les

études.

100
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0 ] .-
45 5 55 6.8 8 9 10

4

o

o

o

o

o

o

o

o

o

mAzib et al.,2021 W Baba Arbiet al., 2015 ® Sebbane et al., 2004 m Cheriet et al., 2015

Figure 4. Effet des différents pH sur la croissance des rhizobia.

En ce qui concerne la tolérance a I'acidité et a I'alcalinité, les résultats des études indiquent
que toutes les souches rhizobiennes des régions arides ont prospéré a un pH légérement acide,
neutre et alcalin.

Les souches de rhizobium a croissance rapide sont généralement considérées comme moins

tolérantes au pH acide que les souches a croissance lente (Yan et al., 2000 ; Priefer et al., 2001).
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Selon ces résultats de Azib et al. (2021) les souches se développaient de maniere différente
en fonction des variations de pH. Les pH alcalins et neutres ont été plus tolérés par eux que les pH
acides. Les souches ont été exposées a des pH trop acides et ont connu des taux de croissance de
32,43 % et 81,63 % respectivement a pH 4 et 5.

Selon Baba Arbi et al. (2015) la majorité (soit 99%) des isolats et des souches de référence
appartenant a Ensifer meliloti ont pu croitre sur un milieu avec des valeurs de pH comprises entre
4,5¢et9,5.

Les résultats de Sebbane et al. (2004) rapportent que les rhizobia isolées a partir de quatre
espéces de Medicago de région subhumide sont capables de croitre entre pH 5 et pH10. Une seule
souche a la capacité a tolérer a pH 4.

IIs montrent que d’un point de vue physiologique, la tolérance a pH 4 a été signalée pour des

souches aux genres Rhizobium et Bradyrhizobium (Aurag et al., 1992).

Des observations similaires sont rapportées par Cheriet et al. (2015) dont les résultats
montrent que de 93,02 a 100 % des isolats de région humide ont poussé dans un pH Iégerement
acide et neutre. A faible pH, certains isolats sont capables a tolérer pH 8, alors que tous les isolats

ont pousse dans des pH alcalins.

Les résultats d’Azib et al. (2021) sont également en accord avec ceux d'Elboutahiri et al.
(2010), Thami-Alami et al. (2010) qui indiquent que les souches de Sinorhizobium meliloti

nodulatrice de luzerne étaient toutes résistantes aux pH alcalins 8 et 9.

Basé sur les résultats précédents, nous notons qu'il existe une similitude entre les résultats
obtenue dans les régions arides et humides. De 13, nous résultons que les rhizobia de genre

sinorhizobium ont la capacité a s’adapter aux conditions défavorables au changement climatique.
3.1.4. Tests biochimiques

Les rhizobiums a croissance rapide ont la capacité de métaboliser une variété plus étendue

de substrats carbonés que les souches a croissance lente (Somasegaran et Hoben, 1994).

Baba Arbi et al. (2015) montrent que 44 des 49 sources de glucides sont utilisées par les

souches testées, y compris I'isolat de référence Ensifer meliloti.
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3.1.5. Test de nodulation

Les résultats de Boukhatem et al. (2012), montrent que sur les 48 isolats soumis a l'analyse

moléculaire, 25 se sont révélés capables de noduler leurs plantes hétes cing semaines apres

l'inoculation, ’efficacité de la symbiose est évaluée qualitativement en fonction de la couleur des

nodules, de la vigueur des plantes et de la couleur du feuillage par rapport aux plantes témoins non

inoculées.

D'aprés les études menées par Chaich et al. (2017) la couleur rouge brun des nodules des

isolats (sur les plantes de Genista) témoigne de leur efficacité dans la fixation d’azote. Les 57 Isolat

sont induit la formation des nodules sphérique, parfois allongée ou feuillée, et leur surface est lisse.

Tableau 4: La nodulation des Iégumineuses par différentes souches.

Références Espéces Nodulation | Capacité de fixation d’azote
Boukhatem et al. (2012) Acacia + +
Chaiche et al. (2017) Genista + +
Amrani et al. (2010) Acacia + +
Noureddine et al. (2010) Acacia + +
Bensalma et al. (2017) Vicia faba + +
Djouadi e al. (2021) Hippocrepis + +
Djouadi et al. (2017) Lotus + +
Sebbane et al. (2004) Medicago + /
Mrabet et al. (2006) Medicago + /
Baba Arbi et al. (2015) Medicago + +
Boukhatem et al. (2016) Acacia + /

(+) : Présence des nodules / fixation d’azote.

(/): Pas mentionnée.

(-) : Absence des nodules / Aucune fixation d’azote.
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Nodulation %
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Figure 5. Les pourcentages de nodulation de chaque article analysé.

e Lesaxes représentent les pourcentages des souches qui forment des nodules dans chaque article
analyse.

e Lamajorité des articles montrent des pourcentages de nodulation tres élevés, proches de 100%.

Les résultats de Chaich et al. (2017) sont similaire a celle mentionnés par Amrani et al.
(2010), dont tous les isolats de Sinorhizobium ont induit la formation de nodules racinaires sur leur
hote d'origine (Acacia). Les nodules présentaient des sections transversales roses ou rouges
résultant de la production de léghémoglobine et indiquant ainsi que les partenaires symbiotiques

concernés étaient efficaces.

De méme, toutes les souches testées dans les études de Benselama et al. (2017) ont pu noduler
leur plante hote (Vicia faba). L'efficacité de nodulation des souches sur Vicia faba apres deux mois

d'inoculation a vari de 50% a 90%.

Noureddine et al. (2010) rapportent que sur 101 plants examinés, 94 (soit pres de 93%) ont
révélé la présence de nodosités caractéristiques de la symbiose rhizobia-légumineuses sur leur
systéme racinaire. En plus, parmi les plants nodulés, 88 sur 94 (soit pres de 94%) étaient efficaces,

capables de réduire l'azote moléculaire (N2) en ammoniac (NHs).

Aussi, selon les études de Djouadi et al. (2021) les résultats montrent que : les 26 plants

collectés (inoculées par les isolats d’Ensifer) dans cette étude portent tous des nodules sur leur
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systéeme racinaire, notamment au niveau du collet. Les coupes transversales aussi des nodules
observés a l'aide d'une loupe binoculaire montrent une coloration rouge sombre dans la zone
centrale, due a la présence de léghémoglobine, spécifique des nodules fixateurs d'azote. Ces
résultats ont démontré que tous les plants ont présenté des nodosités de type déterming,

spheériques/globuleuses, qualifiées de nodules.

La majorité des souches ont efficacement nodulé leur plante héte d'isolation, Medicago
ciliaris ou M. Polymorpha selon Mrabet et al. (2006).

Des résultats similaires sont enregistrés par Baba Arbi et al. (2015) rapportant que 93% des
isolats d’Ensifer ont induit la formation des nodules racinaires chez les plantes testées de Medicago
et Melilotus, et tous les nodules formés étaient de couleur rosée.

Ainsi, Boukhatem et al. (2016) montrent que les nodules obtenus sur les plantules d’Acacia
avaient une forme déterminée et indéterminée, quelle que soit I'espéce hdte et le site prospecte.

Tous les isolats purifiés des nodules montraient une croissance rapide.

Par contre, les résultats de test de nodulation appliquée par Sebbane et al. (2004), des souches
isolées de Medicago provenant des régions humides, montrent que seuls 10 des 25 isolats ont formé
des nodules et 15 isolats ne sont pas inaffectifs sur leurs plantes-hétes, ce qui pourrait étre lié a

I'inadéquation de la technique de nodulation utilisée.
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Figure 6. Résultats de nodulation pour chaque plante étudiée.
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e Les axes représentent les pourcentages des souches qui ont induit la formation des nodules sur

les plantes étudiées.

Selon la figure 6, chez les genres Genista, Vicia, et Hippocrepis, les souches montrent les
taux de nodulation les plus élevés, atteignant 100%. Egalement, Lotus a présenté un taux de
nodulation élevé, d’environ 100%. Les souches inoculées chez les plantes de genre Medicago
présentent un bon taux de nodulation, legérement inférieur a 90%. Alors que les souches testées
avec Acacia montrent le taux de nodulation le plus bas parmi les espéces étudiées, avec environ
60%.

4. Caractérisations phylogénetique
4.1. Séquencage et I’analyse phylogénétique des génes de ’ARNr 16S

L'analyse des séquences d'ADNr 16S est largement utilisée pour définir la position
taxonomique et retracer I'histoire évolutive des bactéries nodulaires (Shamseldin et al., 2013 ;
Gnat et al., 2014).

Le tableau 4 résume les especes du genre Sinorhizobium (Ensifer) identifiées dans les travaux

étudiés.

Tableau 5: Analyse des résultats du séquencage des genes d'’ARNr 16S.
Références Especes (plante héte) | Nombre d’isolats | La souche de références
Boukhatem et al. - A. karroo
(2012) - A. saligna 13 -Ensifer meliloti

-A. ehrenbergiana
Chaiche et al. o
- G. saharae 46 -E. meliloti
(2017)
Amrani et al. _ ) o o
- A. saligna 13 -Sinorhizobium meliloti
(2010)
_ - -E. meliloti
_ -Acacia tortilissubsp -
Noureddine et al. ) -E. fredii
-A. raddiana 36 )
(2010) -E. saheli
-E. terangae
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-E. medicae
Djouadi et al. 14 -E. meliloti
(2021) -Hippocrepis -E. fredii
-E. numidicus
-E. garamanticus
Djouadi et al. - Lotus arabicus - -E. fredii
(2017) -E. numidicus.
-M. ciliaris o
-S. meliloti
Mrabet et al. (2006) | -M. polymorpha 14 )
) -S. medicae
-M. sativa
_ _ _ -S. meliloti
Azib et al. (2021) -Medicago sativa _
48 -S. kummerowiae
-S. medicae
Boukhatem et al. -A. ehrenbergiana o -E. terangae
(2016) -A. tortilis -Ensifer sp
Baba Arbi et al. -Medicago littoralis o
_ o 06 -E. meliloti
(2015) -Melilotus indicus

D’apres le tableau 4, on peut remarquer que les souches du genre Sinorhizobium sont
identifiées dans tous les travaux étudiés qui réalisent la caractérisation phylogénétique a partir des
différentes régions et différentes plantes hotes, ce qu’indique que ce genre est tres répondu dans

les différents sols et représente un spectre d’hdte trés important.

Parmi les 48 nouvelles souches étudiées, 10 groupes phylogénétiques ont été observés selon
les études de Boukhatem et al. (2012) des séquences du géne ARNr 16S, provenant de sept especes

d'Acacia et de 13 sites différents en Algerie.

Les isolats étudiés par Azib et al. (2021) montrent des similarités élevées (91%-100%) avec
des especes types telles que Ensifer meliloti (Sinorhizobium) et S. kummerowiae, de méme que
Chaich et al. (2017) ont observe que les isolats de Genista saharae se regroupaient principalement

dans le genre Ensifer.

Djouadi et al. (2021) rapportent des résultats similaires, dont ont trouvé les isolats de

Hippocrepis appartenaient a cing genres différents de rhizobium, avec une dominance d’Ensifer.
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Aussi, les études d’Amrani et al. (2010) résultent que 13 souches sur 27 (48%) étaient liées
a Sinorhizobium meliloti, et démontrant une présence significative de cette espece parmi les

souches étudiées.

Noureddine et al. (2012) montrent que 36 des 51 souches de rhizobia (70.6%) associées a

I'Acacia tortilis appartenaient au 5 genres Ensifer.

Ainsi, Mrabet et al. (2006) rapportent que 13 isolats de 27 isolats de rhizobia étudiés sont

étroitement liés a Sinorhizobium meliloti et Sinorhizobium medicae (48%).

Des résultats similaires sont rapportés par 1’étude de Baba Arbi et al. (2015) dont toutes les

souches isolées appartiennent au groupe Ensifer, avec une similarité de 100 %.

En revanche, I’étude de Djouadi et al. (2017) montre que le genre Ensifer représente une
petite fraction (5.3%) des souches étudiées, mais il inclut des espéces importantes telles que E.
fredii et E. numidicus. Et de méme, 2 isolates seulement liées a Ensifer terangae et Ensifer sp parmi

28 isolats étudiés selon les resultats de Boukhatem et al. (2016).

Genres

M Ensifer (sinorhizobium) B Bradyrhizobium B Mesorhizobium

B Neorhizobium B Rhizobium H Ochrobacterium

B Agrobacterium B phyllobacterium B candidatus Rhizobium massiliae
B Stenotrophomo nasmaltophilia B Paenibacillus glycanilyticus B Advenella kashmirensis

B Pseudomonas aeruginosa M Espéce non identifiée

Figure 7. Pourcentage de genre Ensifer (Sinorhizobium) dans les souches des rhizobia analysées.

De fagon générale, les résultats des analyses des séquences d'ADNr 16S, illustré dans la

figure 7, représente qu’une large proportion des souches isolées a partir des différentes des
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Iégumineuses des régions étudiées appartenant au genre Ensifer (Sinorhizobium), estimée par 60%
des souches alors que les 40% restant représentent les autres genres principalement Rhizobium,
Mesorhizobium, Bradyrhizobium.

D’apres les travaux étudiés, 9 espéces du genre Sinorhizobium sont fréquemment isolées qui
sont en premier position Ensifer meliloti qui a été identifié dans la majorité des études, suivi par
les autres espéces E. fredii, E. saheli, E. terangae, E. medicae, E. numidicus, E. garamanticus, S.

kummerowiae, Ensifer sp.
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Conclusion

Dans cette étude nous avons essayées d’identifier les différentes souches de Sinorhizobium
présentes dans les sols arides et semi-arides en Algérie et comprendre 1’influence des écosystémes
des zones arides sur la diversité des espéces du genre étudié. Evaluer de la symbiose entre ces
souches et les [égumineuses locales a travers un inventaire et une analyse des articles scientifiques

réaliseés sur le sujet.

Les caractérisations sont basees sur les criteres morphologiques, ainsi la réalisation d'analyse
des séquences de I'ADN ribosomal 16S, une méthode couramment utilisée pour déterminer la
position taxonomique des rhizobia. La morphologie des isolats dans le milieu de culture YMA
montre qu’ils se développent rapidement et présentent une texture visqueuse. La croissance sur

YMA+ rouge Congo montre une différence dans I'absorption du rouge Congo.

Les cellules bactériennes des isolats présentent une forme coccobacille Gram négatif lors de

I'analyse microscopique.

Dans les études analysées, vu que les souches ont été isolées a partir de six especes de

Iégumineuses différentes (Genista Saharae, Hippocrepis, Lotus, Medicago, Acacia, Vicia).

Concernant les géenotypes, 60% des isolats sont divers et affiliés a Ensifer (sinorhizobium).
Ce résultat peut indiquer que les Ensifer soit une composante importante des symbiotes des

Iégumineuses.

Les souches d'Ensifer isolées a partir des régions arides et semi-arides montrent une tolérance
des concentrations de NaCl et pH élevés et developpent une tolérance jusqu'a 50 °C avec plus de

90% d'efficacité de fixation d’azote.

L'identification de Sinorhizobium dans les écosystéemes arides peut étre exploitée pour
améliorer la productivité des légumineuses dans ces régions, ce qui est essentiel au développement

de pratiques agricoles durables.

A terme de cette étude, on peut dire que ces études apportent des solutions pour restaurer les

sols dégradés et renforcer la résilience au changement climatique.
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Résumé

Cette recherche a été menée pour étudier les bactéries du genre Sinorhizobium isolées des légumineuses des régions
arides et semi-arides d'Algérie a travers un inventaire et une analyse des articles scientifiques réalisés sur le sujet. L'étude s'est
concentrée sur les caractéristiques morphologiques de ces souches, ainsi que sur la détermination de leur degré de tolérance
a la salinité, aux températures élevées, aux niveaux de pH acides et alcalins, en plus de la définition génétique a travers I'étude
du code ADNTr 16S. Les résultats des études ont montré que ces souches sont des souches rhizobiennes a croissance rapide,
capables de survivre a des températures allant jusqu'a 45 degrés Celsius, a des concentrations élevées de chlorure de sodium
et a des niveaux d'acidité élevés. Ces études ont également révélé une grande diversité physiologique parmi les isolats testés.
L'analyse génétique de 'ARNr 16S des souches sélectionnées, basée sur les séquences génétiques, a montré que la majorité
des souches appartiennent & Ensifer (sinorhizobium) meliloti.

Mots clés : Symbiose, Rhizobia, Sinorhizobium, phénotype, génotype

Summary

This research was conducted to study bacteria of the genus Sinorhizobium isolated from legumes in arid and semi-arid regions
in Algeria through an inventory and analysis of scientific articles completed on the subject. The study focused on the
morphological characteristics of these strains, as well as determining their degree of tolerance to salinity, high temperature,
acidic and alkaline pH levels, in addition to the genetic definition through studying the 16S ADNTr code. The results of studies
showed that these strains are fast-growing rhizobial strains, able to survive at temperatures up to 45 degrees Celsius, high
concentrations of sodium chloride and high levels of acidity. These studies also revealed great physiological diversity among
the tested isolates. 16S rRNA genetic analysis of the selected strains, based on genetic sequences, showed that the majority of
strains belong to Ensifer (sinorhizobium) meliloti.

Key words: Symbiosis, Rhizobia, Sinorhizobium, Phenotype, Genotype




