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Introduction 

En Algérie, la production des légumineuses fourragères et alimentaires constitue, en 

plus des céréales les challenges majeurs de l'agriculture. Les légumineuses occupent une place 

importante tant au niveau économique qu'au niveau écologique. Elles constituent une source 

d'alimentation pour l'homme et de fourrage pour les animaux. Les plantes de cette famille sont 

capables d'établir des symbioses fixatrices d'azote atmosphérique avec des bactéries du sol 

appelées BNL ou « Bactéries Nodulant les Légumineuses ». Ces bactéries induisent sur la 

racine ou la tige de la plante hôte la formation d'un organe spécialisé appelé nodule. À 

l'intérieur des nodules, la bactérie subit des transformations et fixe l'azote moléculaire de 

l'atmosphère en le convertissant en ammonium, directement assimilable par la plante. C'est la 

fixation biologique de l'azote, se prendre par les systèmes légumineuse- rhizobia (Frédéric, 

2004). 

 

La symbiose légumineuse-rhizobia constitue un procédé précieux permettant 

d’introduire de l’azote combiné dans des sols, pour les enrichir en azote et améliorer leurs 

fertilités, réduisant ainsi l’utilisation des engrais chimiques et autres intrants agricole le 

responsable de la dégradation des sols et de l’environnement (Dekak 2010) 

 

Les légumineuses arbustives du genre Retama appartiennent à la tribu des Genisteae 

indigènes du bassin méditerranéen (Algérie, Maroc, Tunisie, Espagne, etc.). 

 Le pouvoir symbiotique des rhizobia associés à Retama adapté aux conditions arides 

dans le bassin méditerranéen est efficace pour reconstituer la biodiversité caractéristique ainsi 

que les propriétés physiques et biologiques des sols (AHNIA Hadjira, 2019). 

 

Les bactéries nodulant les légumineuses (BNL) comprennent notamment les espèces du 

genre Bradyrhizobium sont des bactéries du sol, à Gram négatif, et qui ont un intérêt 

scientifique et agronomique profonde due à leur capacité d'établir une symbiose fixatrice 

d'azote (N2)  avec les légumineuses, c’est une relation d'importance majeure pour l'entretien 

de la fertilité du sol (Saoudi.M, 2008). 
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Alors quels sont les plus importants travaux réalisés dans Algérie sur ce sujet ? Et quels 

sont les espèces qu’ont été trouvés et leurs caractères ?



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Partie I 

 

Synthèse bibliographique 
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Chapitre 1              Généralités 

1 Les légumineuses  

 

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

appartiennent toutes à la superfamille des Fabaceae (Selami, 2015) anciennement appelées 

légumineuses. 

Classées parmi les Angiospermes, Eudicotylédones à gousses, c’est la famille végétale 

qui fournit le plus grand nombre d’espèces utiles à l’homme, qu’elles soient alimentaires, 

industrielles ou médicinales (Tourene, 2018), constituent une immense famille de plantes dont 

le seul caractère commun ayant un ovaire libre, constitué par un seul carpelle qui donne un 

fruit appelé gousse ou légume (Iskounen, 2012). 

 De nombreux taxons de la famille des légumineuses sont capables de former des 

associations symbiotiques avec des bactéries fixatrices d’azote atmosphérique tel que la 

famille des Bradyrhizobiaceae. La proportion de ces taxons varie d’une sous-famille à l’autre, 

elle est de 90% pour les Mimosoideae, 20% pour les Caesalpinoideae et 97% pour les 

Papilionoideae (Oubraham, 2015). 

1.1 Description générale du genre Retama  

 

 Retama est un arbuste ou arbrisseau d’un à quatre mètres, portant de longs rameaux 

« joncailles » dépourvus ou avec peu de feuilles dans le but de s’adapter au milieu désertique 

où l’eau est rare. Adapté dans l'environnement chaud et supporte la salinité (Shalaby, 1972). 

Les fruits sont étroite gousse de moins de 2cm, acuminées, avec une extrémité aigue, 

portant une à deux graines (Quezel et Santa, 1962). Les graines contiennent de la cytisine, un 

alcaloïde toxique. Les tiges sont rigides et leurs parois externes sont épaisses et l’épiderme est 

recouvert d’une épaisse cuticule (Shalaby, 1972). Les fleurs sont en grappe de couleur 

blanche ou jaune selon les espèces (Shalaby, 1972). Les racines sont profondes et touchent en 

permanence les couches humides du sol. Elles peuvent accéder dix mètres (Zohary M., 1962). 

 

 

   



Chapitre 1                                                                                                                Généralités 

3 

 

         

 

Figure 1: a. Retama sphaerocarpa ; b. Retama monosperma ; c. Retama raetam 

(Aouadj et SaidiSief ,2015). 

La Figure 01 montre : les fleurs de Retama sphaerocarpa (a) ; les fruites de Retama 

monosperma (b) ; l’arbuste de Retama raetam (c). (Aouadj et SaidiSief ,2015) 

1.2 Intérêt du Retama  

Le genre Retama regroupe des espèces très intéressantes, du point de vu biochimique, 

moléculaire et écologique. 

 

 

A B 

C 
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1.2.1 Intérêt pharmacologique  

 Retama a été répertorié comme étant plante médicinale des régions arides. En médecine 

traditionnelle, elle est utilisée dans le traitement de plusieurs maladies comme l’eczéma, pour 

les soins en cas de morsures de serpents. Ce pouvoir pharmacologique des rétames est dû à la 

présence de certains Alcaloïdes. (El Hamrouni A, 2001) 

1.2.2 Intérêt industriel et économique  

Les Rétamas sont considéré comme un excellent fourrage, de plus leur bois est utilisé en 

chauffage. Ils sont riches en fibre, dont la longueur moyenne atteint 1,93 mm (Bahi, 1991), ils 

pourraient donc être valorisés dans l’industrie papetière. Ils sont aussi des plantes ornementa 

les en raison de leurs multiples fleurs odorantes. 

2 Les bactéries nodulants les légumineuses (BNL)  

2.1 Les rhizobia  

Les rhizobia sont des bactéries du sol capable d'induire des nodules sur les racines ou 

les tiges de légumineuses et assurer la fixation de l’azote atmosphérique (N2)  à l'intérieur de 

ces organes (Menadi et Boumaza, 2016). Ces bactéries ont la particularité de posséder les 

gènes permettant la synthèse d’un complexe enzymatique nitrogénase / hydrogénase qui 

permet cette fixation d’azote (Sakrouhi, 2017). 

2.1.1 Caractères généraux  

2.1.1.1 Caractéristiques morphologiques  

Les rhizobia sont des bactéries à Gram négatif, strictement aérobies, possédant une 

forme de bâtonnets de 0,6 à 0,9 μm de largeur et de 1,2 à 3 μm de longueur et non sporulant.  

Phylogénétiquement, ils appartiennent à la subdivision d'alpha et bêta - Proteobacteria. 

Ce sont des bactéries mobiles grâce à un flagelle polaire ou subpolaire ou 2 à 6 flagelles 

péritriches (Aouadj et Saidi Sief, 2015). 

Les rhizobia vivant dans les régions arides et semi-arides, ont la capacité de résister aux 

différentes conditions de stress existantes dans ces régions. Afin de tolérer des hautes 

températures, des hautes concentrations de sel, le manque d’eau, ces rhizobia ont développé 

des stratégies qui font d’eux des bons candidats pour être utilisés en symbiose avec les acacias 

ou avec d’autres plantes capables de résister à ces conditions extrêmes afin de rétablir le 

couvert végétal et lutter contre la désertification dans ces régions (Sakrouhi, 2017). 
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2.1.1.2 Caractéristiques biochimiques et nutritionnelles  

a. Source de carbone  

Les rhizobia possède des métabolisme capable de dégradé plusieurs source de carbone 

parmi les sucres suivants : D ribose, D-xylose, D-mannose, D-galactose, D-arabinose, L-

arabinose, et d’autres sucres notamment D-maltose, D-cellobise, lactose (Jarvis et al., 1997 ). 

b. Source d’azote  

 Les rhizobia utilisent NH+4 comme source d’azote, ils peuvent également utiliser les 

acides aminés comme source d’azote. Néanmoins cette utilisation varie selon les espèces 

(Jordans, 1984). 

2.1.2 Taxonomie des rhizobia 

La taxonomie des rhizobia est continuellement en changement. Selon le Bergey’s 

Manuel of Systématic Bactériology (2007), les rhizobia appartiennent au domaine des 

Eubacteria, au phylum des Proteobacteria et à la classe des Alpha et bêta.  

D’après Weir (2016), les rhizobia sont répartis en 13 genres et plus de 98 espèces. 

Parmi les α-Proteobacteria, on distingue plusieurs genres entre autre : Rhizobium 

(Frank,1889), Ensifer plus communément appelé Sinorhizobium (Chen et al., 1988), 

Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997), Bradyrhizobium (Jordan, 1982), Azorhizobium (Dreyfus 

et al., 1988), Methylobacterium (Sy et al., 2001), Phyllobacterium (Valverde et al., 2005), 

Ochrobactrum (Trujillo et al., 2005), Devosia (Rivas et al., 2002), Shinella (Lin et al., 2008) 

et Microvirga (Ardley et al., 2012).     

 Les β-Proteobacteria beaucoup plus rares en symbiose, on retrouve le genre 

Burkholderia (Moulin et al., 2001) et Cupriavidus (anciennement Ralstonia) (Chen et al., 

2001). 
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Figure 2 : Classification phylogénétique des rhizobia basée sur le séquençage ARNr 16s 

(Masson Boivin et al., 2009). 

 

3 La symbiose légumineuse-rhizobia  

 

La symbiose est la forma la plus ancienne des interactions plante-microorganismes, elle 

agit sur les deux partenaires : la plante hôte et la bactérie. Cette évolution influe donc de façon 

concomitante sur la plante qui fabrique de nouveaux tissus pour abriter les micro-organismes 

et acquière de nouvelles capacités métaboliques (fixation d’azote) et sur la bactérie où des 

récepteurs spécifiques évoluent permettant une reconnaissance et un attachement spécifique à 

la plante (Boukhatem, 2013). 

La léghémoglobine, permet aux rhizobia de maintenir un taux faible mais constant 

d'oxygène dans le nodule. Elle permet ainsi d'éviter l'inactivation de la nitrogénase qui est 

sensible à l'oxygène tout en assurant l'apport d'O2 indispensable à ces bactéries aérobies .Elle 
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est synthétisée par la plante-hôte (globine) et par le bactéroïde (hème) lié étroitement à la 

globine (Salmi, 2019). 

 Des gènes de nodulation issus d'études génétiques et moléculaires de chaperons 

bactériens ont été identifiés et caractérisés dont l'expression est indispensable au déroulement 

de l'infection et de la nodulation, et au contrôle de la spécificité d'hôte (Dénarié et al., 1992 ; 

van Rhijn et Vanderleyden, 1995). Ces gènes (nod, nol, et noe) sont généralement localisés 

sur des plasmides symbiotiques (pSym) à proximité des gènes nif, (Hynes et al., 1986 ; 

Martinez-Romero et al., 1990), 

Les gènes de nodulation incluent des gènes communs et des gènes spécifiques de l'hôte 

à infecter (gènes hsn) (Brougtho et al., 2000 ; Spaink, 2000). En 2000, au total 13 gènes de 

nodulation étaient déjà connus. Il s'agit des opérons nod ABCIJ, nod FEL, nod MNT, du nod 

O et du nod D (Perret et al., 2000).  

 

 

Figure 3 : Différents types de gènes nod (Kouakou 2011) 

 

4  Intérêts de la symbiose rhizobia-légumineuses  

Cette symbiose présente de nombreux avantages pour les légumineuses. En effet, celle-

ci leur permet d'avoir une bonne croissance sur des sols carencés en azote. A titre d'exemple, 
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le Pois d'Angole (Cajanuscajan) qui est cultivé sous les tropiques incluant les régions semi-

arides peut satisfaire jusqu'à 96% de ses besoins azotés par le biais de celle-ci (Kumar Rao et 

al.,1986). De ce fait, cette symbiose est indubitablement le facteur majeur à l'origine du grand 

succès de la famille des Légumineuses parmi les végétaux (Noel, 2009). 

A l'opposé, la plante subvient aux besoins énergétiques de la bactérie au cours de cette 

symbiose en fournissant des substances carbonées résultant de la photosynthèse. Elle lui offre 

également un micro environnement très particulier et nécessaire à la fixation de l'azote. 

 Par ailleurs, l’augmentation au niveau du sol de la population des rhizobia spécifiques à 

la légumineuse hôte après culture, la symbiose fournirait un cadre de reproduction bénéfique 

qui favoriserait l'évolution des espèces bactériennes (Noel, 2009). 
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Chapitre 2         Matériel et méthodes 

1 Caractères symbiotiques  

1.1 Test de nodulation  

 Les isolats ont été obtenus à partir de nodules stérilisés en surface de plantes Retama 

sphaerocarpa poussant dans les sols algériens et cultivés sur Yeast Mannitol Agar (YMA) à 

28◦C. Toutes les cultures pures ont été testées pour leur capacité à établir une symbiose 

efficace avec R. sphaerocarpa dans des conditions contrôlées (Ahnia H et al ., 2018). 

 

1.1.1 Authentification des isolats  

La technique des jarres de Leonard selon la méthode de Vincent (1970) est utilisée pour 

évaluer l’aptitude des isolats à former des nodules sur les racines de la plante hôte. Ce test est 

réalisé en conditions bactériologiquement contrôlées, mettant en place les deux partenaires « 

plante-bactérie ».                  

Selon Ahnia H et al (2018) Le comportement symbiotique des souches à tester dans des 

bocaux Leonard stériles remplis de vermiculite contenant la solution de Jensen. (Voir annexe 

02). 

Des suspensions de culture des isolats (2 ml, 108–109 cellules mL−1) ont été ajoutées aux 

semis de la légumineuse à tester (âgés de 2 à 5 jours) dans les bocaux Leonard, et les plantes 

ont été cultivées en serre (25 °C) pendant un minimum de 3 et un maximum de 8 semaines.  

Après, les plantes ont été examinées pour la présence de nodules, leur nombre, leur taille et 

leur aspect, ainsi que pour l'aspect et le poids de la partie aérienne. Les tests ont été exécutés 

en triple et comparés avec des témoins négatifs (plantes non inoculées) et positifs (plantes 

inoculées avec des symbiotes apparentés) .( Senanayake et al 1987 ; Sanginga et al ., 1989 ; 

Ahnia H  et al 2014; Ahnia H et al 2018 ). 

1.1.2 Préparation des Jarres de léonard   

 Des bouteilles d’eau minérales en plastique sont choisies et coupées horizontalement en 

deux parties. Ces jarres sont lavées avec un détergent courant, puis désinfectées sous la hotte à 

flux laminaire par un trempage dans une solution d’hypochlorite de sodium puis dans 

l’éthanol 95°. La partie supérieure de chaque jarre est remplie d’un mélange de sable et 
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vermiculite humidifié avec la solution nutritive de Fähreus (Annexe 02) et préalablement 

stérilisé à l’autoclave, la partie inférieure du dispositif est remplie de solution nutritive. 

Les deux parties de la jarre sont reliées par un cordon de compresse, les bouchons 

percés à l’aide d’une pince et les cordons sont stérilisés à l’autoclave à 120°C pendant 20 

minutes (Dekak, 2018 ; Vincent, 1970).    

 

 

Figure 4 : Assemblage de jarre de léonard (Vincent, 1970) 

 

1.1.3 Préparation du mélange : Sable –Vermiculite  

Un sable de rivière est lavé jusqu’à ce que l’eau devienne claire, puis rincé 2 à 3 fois à 

l’eau distillée. D’autre part la vermiculite est lavée au moins10 fois puis séchée à l’air libre 

enfin moulue dans un mixeur de cuisine. 

Le sable est mélangé avec la vermiculite au 1/3, puis humidifier le mélange avec la 

solution nutritive de Fahraeus ,stériliser le tout à l’autoclave à 120°C pendant 20 minutes.  

La partie supérieure des jarres est remplir par le mélange alors que la partie inférieure 

contient la solution nutritive de Fahraeus. Donc le cordon de compresse lié aux deux parties 

permet d’humidifier le mélange avec la solution nutritive (Rabah Chabbi, 2010 ; Noureddine 

et al 2021).  
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1.1.4 Stérilisation des graines 

Avant de stériliser les graines, il faut d'abord les sélectionner, elles doivent être intactes, 

propres et de la même taille. Stériliser selon Vincent (1970) et Somasegaran et Hoben (1994) 

comme suit :   

 Dans un bécher stérile, placez les graines avec de l'éthanol à 95% pendant 5 à 10 

secondes.   

 Transférer immédiatement les graines dans de l'acide sulfurique concentré 

pendant 3 minutes.  

 Rincer les graines 10 fois avec de l'eau distillée stérile et laisser gonfler les 

graines pendant 1 heure après le dernier rinçage. 

1.1.5 Germination des graines  

 Après stérilisation des graines, elles sont mises en germination sur boites de TYA 

(Beringer, 1974) a l’obscurité total (enveloppées avec du papier aluminium) à température 

ambiante pendant 3 à 7 jours, jusqu’à apparition des radicelles (Dekak, 2018). 

1.1.6 Inoculation des Jarres  

 Après le germination des graines, on sème 2 à 3 graines par jarre, les semis sont 

prélevés grâce à l’anse de platine immergée dans l’éthanol puis flambée et refroidie et les 

plantée dans le mélange sable –vermiculite. (Dekak, 2018). 

Les jarres sont ensuite inoculés avec 2ml de la suspension bactérienne cultivée sur 

bouillon YMB de 24 heures à 30°C. La partie supérieure des jarres est couverte avec du 

plastique noir pour éviter toute exposition des racines à la lumière. Enfin, les jarres sont 

couvertes du papier aluminium pendant les premières 24 heures d’inoculation et placées dans 

une chambre de culture. (Abdelnaby M et al ., 2015) 

L’irrigation des jarres s’effectue aseptiquement à chaque fois que le niveau de la 

solution nutritive a diminuée , pour éviter une sécheresse du sable. Après quatre semaines de 

croissance, les plantes ont été examinées pour la nodulation. Tous les isolats qui n'ont pas 

formé de nodules ont été négligés. (Abdelnaby M et al ., 2015) 

1.2 Test de nodulation croisé  

Ce test permet de vérifier si une bactérie isolée d’une espèce de légumineuse donnée 

peut induire la formation des nodosités chez d’autres espèces de légumineuses. 
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1.2.1 Isolement et conditions culturelles  

Les isolats étudie sont préalablement isolé à partir des plantes de Retama raetam et de 

Retama sphaerocarpa poussant dans sept sites géographiques du nord-est de l’Algérie. Les 

rhizobies ont été isolées à partir des nodules sur une gélose à l'extrait de levure et au mannitol 

(YMA) (annexe 03), selon le protocole standard décrit par Vincent. Les souches ont été 

cultivées sur YMA à 28 °C, maintenues à 4 °C et dans du glycérol à 20% (p/v) à 80 °C pour le 

stockage à long terme. (Boulila et al .,2009) .  

1.2.2 Authentification des isolats  

 Selon   Boulila et al (2009) Tous les isolats ont été inoculés sur les semences des deux 

espèces Retama raetam et Retama sphaerocarpa pour confirmer leur capacité former des 

nodules avec leur hôte d'origine et tester nodulation croisée. 

Les graines ont été prélevées sur les plantes utilisées pour l'échantillonnage des nodules, 

scarifiées et stérilisées en surface dans de l'acide sulfurique à 96% pendant 2 h, rincées 

plusieurs fois dans de l'eau stérile, humidifiées dans de l'eau stérilisée pendant la nuit et 

placées sur de la vermiculite stérilisée à 20°C à germer. Chaque semis a ensuite été transféré 

dans un flacon de 250 ml rempli de milieu de Jensen liquide et placé dans une chambre de 

croissance à 22°C le jour et 20°C la nuit avec une photopériode de 14 à 10 h et une humidité 

de 60 % le jour et 66 % la nuit. Des semis âgés de deux jours ont été inoculés avec 1 ml de 

suspension de rhizobia (10 ° 9 cellules ml -1) en triple exemplaire.  

Trois traitements non inoculés ont été inclus comme contrôle. L'apparence des nodules a 

été enregistrée périodiquement (Boulila et al ., 2009 ; Abdelnaby M et al ., 2015; Bakhoum et 

al 2015). 

2 Caractérisation génomique         

2.1 Isolation des plasmides et électrophorèse sur gel d'agarose  

 L'ADN plasmidique a été isolé à partir de colonies uniques par une légère modification 

de la méthode d'Eckhardt. Les cellules ont d'abord été mises en suspension dans 1 ml de 

milieu TY jusqu'à une absorbance à 600 nm d'environ 0,4 (108 cellules/ml), puis sédimentées 

par centrifugation (4 000 x g, 5 min) et lavées une fois dans du Sarkosyl à 0,1 % (pt/vol) 

(Scott D. B et Ronson C. W, 1982; Corich V et al .,2001).                 
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 Des lysats cellulaires bruts ont ensuite été préparés comme décrit, et l'ADN a été séparé 

par électrophorèse (45 V pendant 1 h, puis 180 V pendant 3 h). Puis (180 V pendant 3 h) dans 

un gel d'agarose vertical à 0,7 % (pt/vol) (100 x 140 x 3 mm) ( Barry scott et Clive w. 

Ronson, 1982). 

 Les gels ont été colorés pendant 15 minutes au bromure d'éthidium (1, ug/ml), lavés à 

l'eau distillée, et photographiés sur un transilluminateur UV (Chopin et P. Langella,1982) 

Pour déterminer les sites d'initiation de la transcription, des amorces oligonucléotidiques 

complémentaires d'une séquence codante de chaque gène ont été synthétisées. La séquence 

d'amorce pour nodA est 5'-TAGCTTCCACTGCAC-3' et la séquence d'amorce pour nodH est 

5"GCAGCGTGGAATGGG-3' (Mulligan et Sharon Long ,1989). 

          

2.2 Amplification par PCR et digestion par restriction  

 Environ 930 pb du gène nodC de 1300 pb ont été amplifiés en utilisant les amorces 

directes nodCF, nodCFu, nodCF2, nodCF4 ou nodCFn, et l'amorce inverse nodCI. Ces 

amorces ont été conçues en comparant les séquences nodC (Laguerre et al., 2001). 

Les amorces utilisées pour l'amplification par PCR d'environ 780 pb du gène nifH de 

890 pb ont été conçues  en comparant les séquences nifH (Laguerre et al .,2001). 

Les conditions de croissance cellulaire et la préparation de l'ADN cible ont été décrites 

précédemment (Laguerre et al., 1997). L'ADN nodC a été amplifié à partir de 5-10 μl de 

suspension cellulaire lysée mélangée à tous les réactifs PCR : tampon de réaction de 

polymérisation (Gibco-BRL) ; 2±5 mM MgCl2 ; 200 μM (chacun) dATP, dCTP, dTTP, 

dGTP ; 0±4-0±8 μM (chacun) d'amorces nodC ; 0±04 U d'ADN polymérase Taq (Gibco-

BRL) μl-1. L'amplification de l'ADN a été réalisée en utilisant un profil de température 

standard comprenant une température d'hybridation de 55°C (Laguerre et al., 1994). La 

procédure d'amplification des fragments nifH était similaire, sauf que les réactions ont été 

réalisées avec 1±5 mM MgCl2, 20 μM (chacun) dNTP et 0±1 μM (chacun) d'amorces nifH et 

que la température de recuit a été portée à 57 °C. Pour quelques souches, de multiples bandes 

nodC ont été obtenues. Dans ces cas, un petit morceau d'agarose contenant la bande de la 

taille attendue a été aspiré à l'aide d'une aiguille hypodermique   et utilisé comme matrice dans 

une nouvelle PCR.  (Laguerre et al ., 2001). 
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L'analyse des motifs de restriction des produits PCR avec les endonucléases de 

restriction a été effectuée selon la méthode décrite précédemment (Laguerre et al., 2001).    

2.3 Séquençage de l'ADN nodC et nifH  

 Dans une première tentative, les produits PCR bruts de nodC ont été directement 

séquencés sur les deux brins en utilisant les amorces nodCF et nodCI. L'amorce moins 

dégénérée nodCFn, qui correspondait à la même séquence oligonucléotidique que nodCF, a 

été utilisée pour l'amplification par PCR et le séquençage des produits PCR bruts des souches 

PhD12 et H251 (Laguerre et al., 2001).  

 Le séquençage de l'ADN nodC avec nodCFn et nodCI n'a été réalisé pour les souches 

H132 et Viking I qu'après purification des produits de PCR par précipitation à l'éthanol à 70 

% en présence d'acétate d'ammonium 0±7 M ou (lorsque plusieurs produits de PCR ont été 

obtenus) extraction du fragment nodC des gels d'agarose à l'aide d'un kit d'extraction de gel 

QIAEX II (Qiagen) suivie d'une précipitation à l’éthanol acétate d'ammonium. (Laguerre et al 

.,2001). 

 Les séquences des fragments nifH et du fragment nodC des souches R602sp, H152, 

ACCC 19665, USDA 2071 et OR191 ont été obtenues après le clonage des produits PCR en 

utilisant soit un kit de vecteur T pT7Blue (Novagen), un kit de vecteur pGEM-T (Promega) 

ou un kit de clonage TOPO TA (Invitrogen) selon les instructions du fabricant. Le résultat du 

clonage a été vérifié par amplification PCR en utilisant les amorces T7 et SP6 du plasmide 

vecteur selon la procédure décrite par Novagen. (Laguerre et al .,2001 ). 

 Les produits PCR bruts ont été directement utilisés pour le séquençage avec les deux 

amorces T7 et SP6. Le séquençage des fragments nifH des souches GR-06 et GR-X8 a été 

effectué dans un séquenceur ABI 373 XL Stretch Sequencer (Perkin-Elmer Biosystems) en 

utilisant un kit ABI Prism BigDye Terminator et des amorces de séquençage basées sur le 

vecteur (amorces universelles et inverses M13). (Laguerre et al., 2001). 

 

A partir de toutes ces expériences, 450-750 nucléotides de chaque brin d'ADN ont été 

déterminés et une séquence de 808-935 pb de fragments nodC et une séquence de 736-783 pb 

du gène nifH ont été reconstituées pour chaque souche. Les analyses des sites de restriction 

des séquences ont été réalisées à l'aide du logiciel Bisance (Laguerre et al.,2001).     
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Chapitre 3          Résultats et discussion 

1 Caractéristiques morphologiques, et culturales des isolats  

D’après les résultats de Ahnia H et al (2018) Les isolats du nodule racinaire de Retama 

sphaerocarpa dans le nord-est de l'Algérie, étaient des bâtonnets Gram-négatifs, non sporulés, 

ces bactéries sont à croissance extrêmement lente avec des temps de génération moyens >20 h 

dans le YMB (annexe 03). Les colonies non muqueuses (<2 mm) de couleur crémeux et de 

taille 1,5-2 mm ont mis au moins 10 jours à apparaître sur des plaques YMA incubées à 28 ◦C 

et ont produit une réaction alcaline sur le milieu YMA additionné de bleu de bromthymol, ce 

qui suggère que les isolats appartiennent au genre Bradyrhizobium.    

 C’est résultats sont similaire des caractères indiqués par  Somasegaran et Hoben (1994) 

des Rhizobia à croissance lente. L’observation microscopique des isolats après la coloration 

de Gram, montre que les colonies sont des petites bâtonnets roses qui indique que les isolats 

sont des Gram négatif cela prouve que les isolats sont des Rhizobia. 

Par ailleurs, Amrani S et al (2009) rapportent que ces résultats sont similaires, tous les 

isolats (des légumineuses du nord et le sud de l'Algérie) avaient la même morphologie de 

colonie et produisaient des colonies transparentes ou de couleur crème sur les plaques YMA. 

Ils étaient à croissance lente et présentaient un temps de génération des cultures de YMB à28 

°C compris entre 7,2 et 9,4 heures. 
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Figure 5 : Morphologie des cellules bactériennes de Rhizobium meliloti sous microscope 

après 4 jours d'incubation à 25°C. (Mukta Jhalani et Kristy Yuan, 2004) 

 

La Figure 5 montre les cellules bactériennes de Rhizobium meliloti après 4 jours 

d'incubation à 25°C, les cellules sont à Gram négatif, forment des chaînes de cocci. (Mukta 

Jhalani et Kristy Yuan, 2004) 

Selon les résultats obtenus par Boulila et al (2009), les isolats ont été collectés sur des 

plantes de Retama raetam et de Retama sphaerocarpa poussant dans sept sites géographiques 

du nord-est de l'Algérie. Se sont développés très lentement sur les plaques YMA, le temps 

d'apparition des colonies de 6 à 10 jours, suggérant qu'ils appartenaient au genre 

Bradyrhizobium. Les colonies avaient un diamètre de 1,5 à 2 mm, de couleur crème, et 

n'étaient pas muqueuses.  

En outre, des résultats similaires sont obtenus par Chahboune et al (2011), les 

différentes espèces du genre Bradyrhizobium ont été isolées des nodules de Retama 

monosperm dans la région centre-ouest du Rif marocain, ils poussent sur la gélose de yeast 

extract-mannitol (YMA) après incubation pour 7 jours à 28 °C. Toutes les souches ils ont 

montré un taux de croissance lente et forme des colonies < de 1 mm non muqueuses. 

De même, les résultats d’Abdelnaby et al (2015) rapportent que, les isolats (des nodules 

racinaires de légumineuses des différentes régions du Fezzan (Libye)) montrent des 
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caractéristiques similaires aux rhizobiums à croissance lente qui produisent de petites colonies 

crémeuses et brillantes (1 mm) après plus de 5 jours d'incubation.  

C’est résultats sont similaire aux résultats obtenus par Ahnia H et al (2014), tous les 

isolats collectés dans le nord-est de l'Algérie se développent lentement sur la gélose YMA, 

produisant des colonies non mucoïdes après 4 jours d'incubation. 

En outre, des résultats identiques sont obtenus par Guerrouj et al (2013), les souches ont 

été isolées à partir de nodules de Retama sphaaerocarpa et Retama monosperm dans les 

régions du Bouarfa (Maroc), ces derniers présentent une croissance abondant sur la gélose 

YMA après une incubation de 7 à 10 jours à 28 ◦C. Selon Vincent j. m. (1970).  Toutes les 

souches de type Bradyrhizobium présentent un taux de croissance lent et forment des colonies 

mucoïdes. 

2 Caractérisation symbiotique  

2.1 Test de nodulation  

Selon Ahnia H et al (2018), les isolats étudiés ont été capables de ré-noduler leurs 

plantes hôtes. Ces résultats montrent que l’apparition de nodules sur la plante hôte Retama 

sphaerocarpa a été obtenue après deux mois d’inoculation. Leur nombre varie de 10 à 22, leur 

taille est de 1 à 3mm, de couleur brune et de forme allongée multilobée. 

  

Figure 6 : Nodule apparus sur la plante hôte R. sphaerocarpa. 

(Ahnia H, 2019). 
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La figure 06 montre l’apparition de nodules bruns, indiquant la fixation d’azote sur la plante 

de 

Retama sphaerocarpa. (Ahnia H, 2019). 

Ce résultat confirme ceux obtenus par Abdelnaby et al (2015), la majorité des isolats à 

croissance lente ont été capables de former une symbiose en culture pure lorsqu'ils ont été 

testés sur leur hôte et d'autres plantes de test. 

En outre, c’est résultats sont aussi similaire aux résultats obtenue par Mahdhi et Mars 

(2006), des isolats rhizobiens à croissance lente ont été purifiés à partir de nodules racinaires 

de Retama raetam collecté dans six zones géographiques différentes de Tunisie. Dont la 

plupart ont formé trois à six nodules par plantule. 

De même, les résultats de Guerrouj et al (2013), montré que les tests de nodulation 

effectués ils ont révélé des nodules chez les plants de Retama, mais aucun nodule n’a été 

observé chez les plants de soja. Par conséquent, les souches incluses dans ce symbiovar 

nodulé R. sphaerocarpa et R. monosperma, mais ne pouvait pas noduler Glycine max.  

Par contre, le résultat obtenu par Zakhia et al (2006) montre que les tests de nodulation 

sur Retama raetam ont été négatifs avec toutes les souches testées ce que signifié que ces 

dernières étaient des bactéries endophytes. 

2.2  Le test de nodulation croisé  

D’après les résultats de Boulila et al (2009) à partir de l'échantillonnage initial, de 180 

nodules qu’ont été collectés sur des plantes de Retama raetam et Retama sphaerocarpa Se 

poussant dans sept zones géographiques du nord-est de l'Algérie, 125 isolats ont pu être 

purifiés. Cependant, seulement 67 d'entre eux ont été capables de noduler de manière croisée 

les espèces de Retama, La couleur rouge-brun des nodules suggère que tous les isolats sont 

efficaces pour la fixation de N2. 

Les isolats à croissance rapide qui n'ont pas formé des nodules avec les plants de 

Retama raetam et Retama sphaerocarpa une fois ré-isolées n'étaient toujours pas capables de 

former des nodules. 

Et outre résultats de Ahnia H et al (2018), les trois souches de Retama sphaerocarpa ont 

été capables d'établir des symbioses efficaces avec d'autres arbustes, tels que R. raetam, 

Lupinus micranthus, L. albus et Genista numidica, mais pas avec Lupinu sangustifolius. 
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Aucune symbiose n'a pu être établie avec le soja (Glycine max), alors qu'une symbiose 

inefficace (nodules blancs) a été établie avec le niébé (Vigna unguiculus). 

Tableau 1: Gamme d'hotes des souches de Retama. (Ahinia H et al, 2018) 

 

Plante hôte RST89 RST88bis 

Retama sphaerocarpa +/+ +/+ 

Retama raetam +/+ +/+ 

Lupinus micranthus +/+ +/+ 

Lupinus albus +/+ +/+ 

Lupinus anggustifolius − − 

Genista numídica +/+ +/+ 

Vigna unguiculata +/− +/− 

Glycine max − − 

+/+, nodules efficaces (rouge) ; +/-, nodules inefficaces (blancs) ; -/-, pas de nodules. 
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Figure 7 : Teste de nodulation avec différentes plantes légumineuses. 

(Ahnia H ,2019) 

La figure 07 montre les résultats de différentes plantes légumineuses (Retama raetam 

,Lupinus micranthus ,Lupinus albus ,Lupinus anggustifolius ,Genista numídica ). (Ahnia 

H ,2019) 

C’est résultats sont similaire aux résultats obtenue par Noureddine et al (2021) montrant 

que la plupart des isolats rhizobiens à croissance lente sont capable de noduler leurs plants et 

d’autre plantes hôte.     

En outre, des résultats identiques sont obtenus par Bakhoum et al (2014), dans 

l'expérience d'inoculation croisée, tous les isolats bactériens ont formé des nodules effectifs. 
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D’autre part, la spécificité d'hôte des isolats de Bradyhizobium a été étudiée par des 

expériences d'inoculation croisée, les résultats obtenus montre qu’un nombre significatif des 

souches sont capables de noduler   d’autre plante hôte (Ahnia H et al., 2014). 

3 Caractérisation génotypique    

3.1 Phylogénie des gènes symbiotiques nodC  

Dans le travail de Boulila et al (2009) une analyse de séquence nodC ont également été 

réalisées pour 12 isolats représentants de la population algérienne de Retama. Toutes les 

souches ont fourni des séquences nucléotidiques très similaires à Bradyrhizobium 

yuanmingense CCBAU 23230 (Desmodium) et Bradyrhizobium japonicum USDA 110 

Glycine (99,8% de similitude pour les deux gènes symbiotiques). 

Une recherche Blast de similarité de séquence dans les bases de données avec chaque 

gène a conduit à des conclusions similaires.  

Seules trois séquences nodC ont montré une grande similarité (98%) avec celles des 

isolats de Retama : elles correspondaient à deux souches chinoises de Bradyrhizobium elkanii, 

CCBAU 05041 et CCBAU 05065, provenant respectivement des espèces Astragalus et Vicia, 

et à la souche Desmodium Bradyrhizobium sp. Autrement, les séquences disponibles dans 

GenBank ont montré moins de   85% de similarité pour nodC,   obtenue à partir d'un clone de 

bactérie du sol non cultivée, S14 C184, qui était étroitement liée à celles des isolats de 

Retama (97% de similarité) à Bradyrhizobium sp. KO14 (Desmodium) et Bradyrhizobium 

elkanii CCBAU 05041 (Astragalus). 

C’est résultats sont similaire aux ceux obtenues par Belhadi et al (2018), es valeurs de 

similarité de séquence du nodC pour les nouvelles souches de ce clade allaient de 99,65% à 

100% avec Rhizobium laguerreae et Rhizobium. leguminosarum sv. viciae 3841.     

D’après d’Ahnia et al (2018) dans le cas du gène symbiotique nodC, les souches de 

Bradyrhizobium algeriense sont regroupées avec Bradyrhizobium. valentinum LmjM3T, 

Bradyrhizobium. retamae Ro19T, et Bradyrhizobium. icense LMTR 13T. Toutes ces souches 

partagent un ancêtre commun avec Bradyrhizobium. lablabi CCBAU 23086T et 

Bradyrhizobium. paxllaeri LMTR 21T isolées en Chine à partir de nodules de Lablab 

purpureus et au Pérou à partir de Phaseolus lunatus, respectivement. Toutes les séquences 

nodC de Bradyrhizobium. algeriense (RST89T, RST91 et RST88bis) partageaient une 

similarité de 99.0% et semblaient faire partie du symbiovar retamae récemment décrit.    
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C’est résultats sont similaire aux résultats obtenues par Alami et al (2021) où l'arbre 

phylogénétique basé sur les séquences nodC, indique une similaire de 96,9 à 98,47% avec 

Bradyrhizobiu valentinum LmjM3T et de 96,73 à 98,26% avec Bradyrhizobium algeriense 

RST89T, et entre 95,64 et 97,17% avec Bradyrhizobium retamae Ro19T. 

3.2 Phylogénie des gènes symbiotiques nifH  

Selon Boulila et al (2009), une analyse des séquences nifH ont également été réalisées 

pour 12 isolats représentants de la population algérienne de Retama. Toutes les souches ont 

fourni des séquences nucléotidiques très similaires à Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 

23230 (Desmodium) et Bradyrhizobium japonicum USDA 110 (Glycine) (98,4% de similitude 

pour les deux gènes symbiotiques). 

Une recherche Blast de similarité de séquence dans les bases de données avec chaque 

gène a conduit à des conclusions similaires.  

Cependant, trois séquences nifH ont montré une grande similarité (96%) avec celles des 

isolats de Retama: elles correspondaient à deux souches chinoises de B. elkanii, CCBAU 

05041 et CCBAU 05065, provenant respectivement des espèces Astragalus et Vicia, et à la 

souche Desmodium Bradyrhizobium sp.  Autrement, les séquences disponibles dans GenBank 

ont montré moins de 92% de similarité pour nifH, obtenue à partir d'un clone de bactérie du 

sol non cultivée, S14 C184, qui était étroitement liée à celles des isolats de Retama (97% de 

similarité) à Bradyrhizobium sp. KO14 (Desmodium) et Bradyrhizobium elkanii CCBAU 

05041 (Astragalus). 

En outre, Alami et al (2021) des résultats identiques dont l'arbre phylogénétique basé 

sur les séquences nifH a également montré que les quatre isolats de Retama sphaerocarpa se 

sont regroupées avec Bradyrhizobium valentinum LmjM3T, Bradyrhizobium algeriense 

RST89T, et Bradyrhizobium retamae Ro19T, avec des valeurs de similarité allant de 95,87 à 

100%.    
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Conclusion  

Les travaux menés au cours de cette étude sur la symbiose entre les légumineuses 

du genre Retama, avec les bactéries symbiotiques et fixatrices d’azote Rhizobia, nous 

ont permis d’aborder la compréhension de la mise en place de cette association 

originale. Les espèces du genre Retama constituent un élément important à prendre en 

compte pour introduire l'azote combiné dans les sols pauvres et arides et joue un rôle 

crucial dans la fertilité où, peuvent se développer plusieurs espèces annuelles et d’autres 

espèces légumineuses. 

Nous avons traité au cours de ce travail la caractérisation phénotypique et 

génotypique des souches isolées à partir de R. retam et R. sphaerocarpa de l’Algérie. 

Après la réalisation de ce travail, on conclut que : 

Les souches des Rhizobia nodulant Retama sont des Rhizobia à croissance lente. 

Ce comportement s’avert presque le meme que celui du genre Bradyrhizobium et 

présent les caractères des colonies transparentes ou de couleur crème non muqueuse ou 

des colonies mucoïdes. 

On peut déduire aussi que les Rhizobia nodulant Retama sont à fort capacité à 

infecter un large spectre des plantes légumineuses tell que R. raetam, Lupinus 

micranthus, L. albus et Genista numidica, Vigna unguiculata.   

D’autre part, les études phylogénétiques de Rhizobia sont basées beaucoup plus 

sur le séquençage d’ADN 16S alors que peu de travaux ont étudié de gène de 

nodulation.    

 L’étude de la phylogénie des gènes symbiotiques nodC et nifh montre que toutes 

les souches ont fourni des séquences génétiques très similaires à Bradyrhizobium 

yuanmingense CCBAU 23230, Bradyrhizobium japonicum USDA 110 et 

Bradyrhizobium algeriense (RST89T, RST91 et RST88bis). 

La grande similarité entre les gènes symbiotiques des isolats de Retama indique 

qu'ils ont une faible spécificité d’hôte. Selon les travaux de recherche en question il se 

trouve qu’il ya une faible diversité génétique des gènes symbiotiques parmi les isolats 

de Retama. Ces travaux suggèrent également que ces souches ont nouvellement acquis 
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cette propriété, et par voie de conséquences, il faudra plus de temps pour obtenir ces 

gènes afin qu'ils puissent se développer et fassent une différence en eux. 

Les résultats obtenus dans cette étude ouvrent d’intéressantes perspectives dans le 

domaine de recherche scientifique, dont on peut noter : 

 L’étude de l’aptitude des souches à noduler d’autres légumineuses, surtout les 

espèces alimentaires sahariennes. 

 Une étude plus large et approfondie sur les gènes nod autre que les nodC.            
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Annexes II 

I. Milieu de culture et solution nutritive de base des légumineuses  

1. Composition du milieu de Jensen (Somasegaran et Hoben, 1994)  

CaHPO4..............................................…....……………….1g  

K2HPO4……………………………………….………....0.2g  

MgSO4 7H2O ..................................……….….………....0.2g  

NaCl ……………………....................................................0.2g  

FeCl3 ……………...............................................................0.1  

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

2. Composition de la solution nutritive en g/l (Fähreus, 1957) 

Ca Cl2..............................................…....………………. 0.10 g 

MgSO47H2O ..............................................…....……….. 0.12g 



 

 

 

KH2PO4..............................................…....…………….. 0.10g 

Na2 HPO42H2O..............................................…....…….. 0.15g 

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

Micro éléments ..............................................…....………… 1 m 

 

Annexe III 

Milieux de culture pour rhizobia 

 

Milieu: YMB (Yest Mannitol Broth) (VINCENT, 1970). 

 

Mannitol 

K2HPO4 

MgSO4 

NaCl 

Extrait de levure 

Eau distillée 

10.00 g 

0.50 g 

0.20 g 

0.10 g 

0.50 g 

1000 ml 

pH 6.8 

Autoclavage 120° Pendant 20 minutes 

 

Milieu: Yeast Mannitol Agar (YMA) (Vincent 1970) 

YMB 

Agar 

1000ml 

15 g 

pH 6.8 

Autoclavage 120° Pendant 20 minutes 

 



 

 

 

 

 

 ملخص

 .في الجزائر  Retamaالعفوية للبقوليات rhizobiaأهمية  من التحقق بهدف من اعمال البحث، العديد تناولنا الدراسة، هذه في

 Yeast Mannitolعلى تنمو العزلات هذه وكل النمو، بطيئةrhizobia  من تتكون العزلات غالبية أن المظهرية الصفات دراسة أظهرت

Agar (YMA ) ساعة. 20و  7.2بين  ما أوقات مع مئوية ةدرج 28عند 

 والنباتات الاصلية النباتات إصابة على قوية قدرة Retama raetamو Retama sphaerocarpa عزلاتل ان nodulation اختبار أظهر

 (Lupinus micranthus, L. albus et Genista numidica, Vigna unguiculata) الأخرى:

أن جميع السلالات قدمت تسلسلات جينية متشابهة جداً للانواع nifh و nتطور الوراثي للجينات التكافلية تظُهر دراسة خصائص الكما 

 Bradyrhizobiumو Bradyrhizobium japonicum USDA 110و  Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 23230تالية

algeriense (RST89T, RST91 et RST88bis) 

  Retama , Bradyrhizobium ,nodulation, nodC , nifh  المفتاحیة الكلمات

Résumé 

Dans cette étude, nous avons abordés plusieurs travaux de recherche, dans le but d’étudier l’importance des 

rhizobia symbiotiques des légumineuses spontanées Retama dans l'Algérie. 

L’étude des caractères phénotypiques montre que la majorité des isolats sont des rhizobia à croissance lente, 

tous ces isolats poussent sur Yeast Mannitol Agar (YMA) à 28 ◦C avec des temps de génération compris entre 7,2 

et 20 heures. 

Le test de nodulation indique que, les isolats de Retama sphaerocarpa et Retama raetam ont montré une 

forte aptitude à infecter leur plantes hôtes et d'autres plantes (Lupinus micranthus, L. albus et Genista numidica, 

Vigna unguiculata). 

L’étude de la phylogénie des gènes symbiotiques nodC et nifh montre que toutes les souches ont fourni des 

séquences génétiques très similaires à Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 23230, Bradyrhizobium japonicum 

USDA 110 et Bradyrhizobium algeriense (RST89T, RST91 et RST88bis). 

Mots clés : Retama, Bradyrhizobium, nodulation, nodC, nifh. 

 

Abstract 

In this study, we have approached several research work, with the aim of studying the importance of 

symbiotic rhizobia of spontaneous legumes Retama in Algeria. 

The study of phenotypic characters shows that the majority of isolates are slow-growing rhizobia; all these 

isolates grow on Yeast Mannitol Agar (YMA) at 28 ◦C with generation times between 7.2 and 20 hours. 

The nodulation test indicates that, the Isolates of Retama sphaerocarpa and Retama raetam showed a strong 

ability to infect their host plants and other plants (Lupinus micranthus, L. albus et Genista numidica, Vigna 

unguiculata). 

The study of phylogeny of the symbiotic genes nodC and nifh shows that all the strains provided very 

similar genetic sequences to Bradyrhizobium yuanmingense CCBAU 23230, Bradyrhizobium japonicum USDA 

110 and Bradyrhizobium Algerian (RST89T, RST91 and RST88bis). 

Keywords: Retama, Bradyrhizobium, nodulation, nodC, nifh. 


	1 Les légumineuses
	1.1 Description générale du genre Retama
	1.2 Intérêt du Retama
	1.2.1 Intérêt pharmacologique
	1.2.2 Intérêt industriel et économique


	2 Les bactéries nodulants les légumineuses (BNL)
	2.1 Les rhizobia
	2.1.1 Caractères généraux
	2.1.1.1 Caractéristiques morphologiques
	2.1.1.2 Caractéristiques biochimiques et nutritionnelles
	a. Source de carbone
	b. Source d’azote


	2.1.2 Taxonomie des rhizobia


	3 La symbiose légumineuse-rhizobia
	4  Intérêts de la symbiose rhizobia-légumineuses
	1 Caractères symbiotiques
	1.1 Test de nodulation
	1.1.1 Authentification des isolats
	1.1.2 Préparation des Jarres de léonard
	1.1.3 Préparation du mélange : Sable –Vermiculite
	1.1.4 Stérilisation des graines
	1.1.5 Germination des graines
	1.1.6 Inoculation des Jarres

	1.2 Test de nodulation croisé
	1.2.1 Isolement et conditions culturelles
	1.2.2 Authentification des isolats


	2 Caractérisation génomique
	2.1 Isolation des plasmides et électrophorèse sur gel d'agarose
	2.2 Amplification par PCR et digestion par restriction
	2.3 Séquençage de l'ADN nodC et nifH

	1  Caractéristiques morphologiques, et culturales des isolats
	2 Caractérisation symbiotique
	2.1 Test de nodulation
	2.2  Le test de nodulation croisé

	3 Caractérisation génotypique
	3.1 Phylogénie des gènes symbiotiques nodC
	3.2 Phylogénie des gènes symbiotiques nifH


