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Introduction 

La famille des Légumineuses est une des plus importantes parmi les dicotylédones. 

C'est la famille végétale qui fournit le plus grand nombre d'espèces utiles à l'homme, qu'elles 

soient alimentaires, industrielles ou médicinales (Saoudi. M, 2008). 

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

pouvoir s’associer à des bactéries du sol communément appelées rhizobiums. Cette 

association aboutit à la formation d’un petit organe particulier au niveau des racines, le 

nodule, au sein duquel les bactéries, grâce à leur activité nitrogénase, fixent l’azote 

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

contrepartie, la plante fournit les éléments nutritifs assurant le développement de la bactérie. 

C’est donc une véritable symbiose avec un échange bénéfique pour les 2 partenaires (Giraud, 

E., 2007) 

Les bactéries nodulant les légumineuses (B.N.L.) comprenant notamment les espèces du 

genre Rhizobium sont des bactéries du sol, à Gram négatif, qui ont une signification 

scientifique et agronomique profonde due à leur capacité d'établir une relation symbiotique 

dans la fixation d'azote avec les légumineuses, relation d'importance majeure pour l'entretien 

de la fertilité du sol (Saoudi.M , 2008). 

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, 2018). 

La tribu des Genisteae (Adens.) Benth., est essentiellement méditerranéenne (Polhill, 

1976).Elle possède une grande importance écologique, non seulement pour la grande diversité 

des espèces, mais aussi par la colonisation des  forêts dégradées et les zones déboisées et de 

dominer de nombreuses communautés végétales (Lopez Gonzalez, 2001). Deux espèces 

spontanées vivaces (permanentes) jouent un rôle clé dans la fixation des dunes et la 

préservation de l’écosystème saharien appartenant à deux genres (Retama et Genista)   de 

cette tribu. 

Ce travail consiste a faire une étude analytiques des articles scientifiques étudiée les 

caractères phénotypiques et symbiotiques des bactéries nodulant des légumineuses 
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appartiennent à la tribu des Genisteae principalement les travaux de (Ahnia,2018) ; (Chaïch, 

2017) ;( Mahdhi, 2007). 

  En Algérie, 67 isolats provenant des nodules racinaires de Retama raetam et R. 

sphaerocarpa, originaires du nord-est de l’Algérie, ils ont été identifiés comme 

Bradyrhizobium sp (Boulila F. et al., 2009).  

Ces isolats pourraient faire l’objet d’une nouvelle espèce et ceci constitue l’objectif du 

travail de (Ahnia, 2018), qui consiste à décrire et à statuer sur la position taxonomique de ces 

souches isolées de nodules racinaires de Retama d’Algérie 

Selon Mahdhi, 2007 En Tunisie, 28 isolats à partir de nodules racinaires de 

Genista.saharae échantillonnés dans la région infra-aride de la Tunisie à Nefta. 

Le but de cette étude était d’étudier, en utilisant des propriétés phénotypiques, la 

diversité taxonomique d’une collection de 28 bactéries rhizobiennes isolées des nodules 

racinaires de G.saharae échantillonnés dans la région infra aride de la Tunisie. 

Et d’après Chaïch, 2017 En Algérie, 57 souches rhizobiennes ont été isolées à partir de 

nodules provenant de plusieurs sites de la région hyper-aride de Metlili et Taibet. 

L’objectif principal de cette étude est de décrire l’isolement et la caractérisation des 

rhizobia sont  G.saharae poussant dans quatre sites, à une distance de 400 Km à 

l’intérieur de la zone hyper aride du Sahara algérien. 
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Chapitre 1 : Synthèse Bibliographique 

1.L’azote : 

L’azote est une molécule essentielle qui représente le quatrième élément nutritif 

important des plantes, présent dans l’atmosphère en grande quantités (78% en volume). C’est 

un gaz incolore et inodore qui se trouve également sous forme de (N2 ou diazote) (François et 

al., 1997 ; Hopkins, 2003 ; Raven et al., 2014 ; Wolfgang et al., 2009). 

La plupart des etres vivants ont besoin de convertir l’azote atmosphérique en nitrate 

(NO3
-) ou, parfois, en ions ammonium (NH4

+) pour synthétiser leurs acides aminés et d’autres 

molécules d’azote. La dégradation des matières organiques azotées dans le sol produit ces 

ions (Figarella et al., 2007 ; Hopkins, 2003 ; Raven et al., 2014 ; Wolfgang et al., 2009). 

1.1. Le cycle de l’azote : 

Contrairement au carbone, l’azote est abondant dans l’atmosphère mais est difficilement 

assimilable par les organismes, même s’il peut pénétrer dans la biomasse de diverses 

manières. Cela fait du cycle biogéochimique de l’azote le cycle le plus complexe qui soit 

(Hopkins, 2003 ; Meyer et al., 2004 ;Wolfgang et al., 2009). 

En général, l’azote de l’atmosphère passe successivement par les étapes de fixation, 

d’ammonification, de nitrification et de dénitrification. (Figure 01). 

 

Figure 1. Cycle de l’azote (Pujic P., 2009). 

1.1.1. Ammonification, nitrification, dénitrification : 
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Au cours de la décomposition, l’azote organique est transformé en ammoniac par une 

série de microorganisme. Ce processus est connu sous le terme d’ammonification .une partie 

de l’ammoniac peut être volatilisée et retourne dans l’atmosphère, mais la plus grande partie 

est recyclée en nitrate par des bactéries de sol. 

L’oxydation de l’ammoniac en nitrite (NO2-) par les bactéries du genre Nitrobacter est 

la première étape de la production de nitrate. La nitrification est le produit final de l’activité 

des bactéries nitrifiantes. 

L’énergie libérée lors de l’oxydation de substances inorganiques comme l’ammonium 

ou le nitrite est utilisée par les bactéries nitrifiantes pour transformer le dioxyde de carbone en 

carbone organique. 

Les plantes sont en concurrence avec des bactéries dites dénitrifiantes qui consomment 

l’azote du sol. Ces bactéries diminuent le nitrate contenu dans le diazote au cours de la 

réaction de dénitrification, qui renvoie le nitrate dans l’atmosphère à un rythme de 93 à 190 

millions de tonnes par an (Hopkins, 2003). 

1.1.2. La fixation biologique de l’azote : 

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

enzymatique appelé nitrogénase (Halbleib et Ludden, 2000) .        

 La réaction catalysée est la suivante :  

N2 +(6+ 2n) H++ (6+2n)e- + p(6+2n) ATP         2NH3+ nH2 + p(6+2n) ADP + p(6+2n)P 

    (n= nombre de mole d’hydrogène ; p= nombre de mole d’ATP) 

le complexe nitrogénase peut également réduire les protons en dihydrogène. La quantité 

d’ATP nécessaire étant variable suivant les conditions, la stœchiométrie exacte de la réaction 

reste encore aujourd’hui inconnue. Dans le modèle standard , on considère cependant qu’une 

mole de dihydrogène est necessaire pour réduire une mole de diazote et que ceci nécessaite 

l’hydrolyse de 2 moles d’ATP (p=2 et n=1) (Halbleib et Ludden, 2000) .l’équation globale 

typique de la fixation d’azote est dans ces conditions : 

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

La fixation de l’azote étant un processus très couteux en énergie, les diazotrophes 

pratiquement une régulation stricte de son activité . la transcription des gènes nif et réprimée 
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par l’ammonium et par l’oxygène rendant la fixation impossible en inactivant la nitrogène 

(Oldroyd et Downie, 2008). 

 

 

 

 

 

 

                            

 

Figure 2. La nitrogénase (Yann, 2006) 

1-1-2-1 -les fixateurs libres : 

le groupe des bactéries fixatrices libres non associées avec une plante spécifique fixent 

leur azote à l’état libre ou dans la rhizosphère de certaines plantes (Francois et al., 1997),elle 

sont très répandues . Elles habitent les sédiments marins ainsi que ceux d’eau douce , les sols, 

les surfaces des feuilles et des écorces ainsi que le tube digestif de divers animaux (Hopkins, 

2003). 

Malgré le fait que certaines espèces soient aérobies (ex : Azotobacter), la majorité 

d’entre elles ne peuvent fixer l’azote que dans des conditions anaérobies ou lorsque la 

pression partielle d’oxygène est très faible. 

Les bactéries non symbiotiques des Azotobacter , Azotococcus , Beijerinckia sont des 

bactéries aérobie capables de fixer l’azote (Raven et al., 2007). 

   1-1-2-2-les fixateurs symbiotiques : 

La fixation de l’azote par des bactéries symbiotiques introduit chaque année dans les 

cycles biologiques 120 millions de tonnes, soit plus du double de l’apport du aux bactéries 

libres (Davet, 1996). Dans les relations symbiotiques, le partenaire bactérien est le symbiote 

et la plante est l’hôte .le type le plus typique d’interaction symbiotique se traduit par le 

développement de nodules, qui sont des formations multicellulaire  hypertrophiques, sur les 

racines de la plante hôte (Hopkins, 2003).l’association symbiotique entre une plante et la 
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bactérie à bénéfice réciproque donne lieu à une fixation d’azote . la plante fournit les 

conditions anaérobies et les éléments nutritifs à la bactérie qui, en retour, fixe l’azote qui 

intègrera les protéines végétales (Tortora et al., 2003). 

Rhizobium , Bradyrhizobium , ou Azorhizobium sont les trois genres de bactéries qui 

constituent le symbiote des légumineuses , découvrant qu’un Bradyrhizobium et un UImaceae 

ont une relation utile. Suggère que la spécificité des rhizobiaceae pourrait etre moins stricte 

qu’on ne le pensait (Davet, 1996). 

2-La symbiose rhizobiums -légumineuses : 

La symbiose rhizobiums-légumineuses est la symbiose la plus étudiée et la mieux 

connue (Allen et Allen, 1981).Elle représente plus de la moitié de l’azote fixé annuellement 

par voie biologique (Hardy et Havella, 1975) et d’un point de vue écologique et agronomique, 

c’est un lien très important.    

La réponse de la plante hôte à la symbiose est le développement de structures 

différenciées et spécialisées,  appelées nodules ou nodosités, qui se trouvent souvent au 

niveau des racines et, dans certains cas, des tiges. Le site réel de la fixation de l’azote 

atmosphérique est ces organes, ou biotopes, où les bactéries se développent. 

 

                                    Figure 3.Représentation schématique de la symbiose (Sebihi, 2008) 
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2-1-Le macrosymbiote : légumineuses  

2-1-1-Généralités : 

Parmi les angiospermes dicotylédones, les légumineuses (Fabaceae) constituent la 

troisième plus grande super-famille avec plus de 750 genres et 19000 espèces. Elles ont 

généralement des feuilles composées ou rarement simples.les fleurs sont pentamères, avec 10 

étamines ou plus, et les fruits uniloculaires avec deux valves séparées (Dommergues et al., 

1999). 

2-1-2- Classification : 

Actuellement, la famille des légumineuses est divisée en trois sous-familles, les 

Caesalpinioideae , Mimosoideae et Papilionoideae (LPWG, 2013 et Cardoso, 2013). 

Si les bactéries sont capables de trouver les conditions physiologiques nécessaires pour 

fixer l’azote de l’air, la nodulation des légumineuses par les rhizobia est assez fréquente. 

En effet, parmi les 20% de légumineuses étudiées, 97% des espèces testées sont 

nodulées de le sous-famille des papilionoideae (composée de 28 tribus avec environ 480 

genres et 13800 espèces ; pois , haricot ,fève , lentille….), plus de 90% des espèces sont 

nodulées dans la sous-famille des Mimosoideae (composée de 80 genres et 3270 espèces ; 

robinier, glycine, acacia…), et 23%. 

2-1-3- Importance :  

Les légumineuses participent à la revégétalisation des écosystèmes pauvres en azote, en 

s’établissant comme flore pionnière, initiatrice d’une succession écologique. 

Elles constituent par ailleurs une source d’alimentation extrêmement importante aussi 

bien pour l’homme que pour l’animal. Si les légumineuses ont été utilisées empiriquement 

depuis l’Antiquité pour améliorer ou entretenir la fertilité des sols, il n’y a qu’une quinzaine 

d’année que le mécanisme moléculaire régissant la mise en place de cette symbiose a été 

découvert (Lerouge et al., 1990). 

3-la symbiose Retama sphaerocarpa-Bradyrhizobium : 

3-1-Le genre Retama : 

Retama à un rôle écologique notable dû à la formation des iles de fertilité où la 

croissance d’un nombre des annuaires et de toute autre espèce boisée est favorisée (Pugnaire 
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et al., 1996).Il a une capacité remarquable de résister à la sècheresse grâce à son architecture 

de couronne et son système profond de racine (Miller, 1994).  

Les plantes du genre Retama marquant généralement des nodules et contient trois 

espèces :Retama sphaerocarpa , Retama monosperm , et Retama retam (Gomez Sal et al., 

1999). 

3-1-1-Retama sphaerocarpa : 

Arbrisseaux de là 2 m à rameaux pubescents plus ou moins dressés, caractérisés par de 

petites fleurs jaunes (5-6mm), situées en grappes latérales sur les rameaux âgés, feuilles très 

petites, gousse globuleuse, jaune brun de 713× 5-7 mm pâturage rocailleux (Kutiel et 

al.,1980)  

3-1-2-Systématique de Retama sphaerocarpa : 

    Selon Maire (1952-1987), l’espèce Retama sphaerocarpa a subi la classification 

suivante  

Règne                               Plantae 

Embranchement                             Spermaphytes 

         Sous embranchement                               Eu-angiospermes 

Classe                              Eudi-cotélydones 

 Sous classe                              Rosides 

  Famille                                Fabaceae. 

  Sous famille                               Papilionaceae. 

  Tribu                              Genisteae 

   Genre                             Retama. 

    Espèce                             Retama sphaerocarpa (L.)Boiss. 

     Nom vernaculaire                                R’tem 
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                                        Figure 4. Plante de Retama sphaerocarpa (Quézel, 1962). 

3-1-3- Distribution géographique de Retama sphaerocarpa : 

Retama sphaerocarpa est une plante qui croit dans les pâturages rocailleux et argileux 

des montagnes, forêts claires, bords des torrents dans les steppes (Maire, 1952-1987). Cette 

espèce est répondue en Espagne, au Portugal et en Afrique du nord et très rare au Sahara. En 

Algérie, R. sphaerocarpa est signalée à Ain Sefra, Oued M’zab, Constantine, Maillot, Bouira 

(Quezel et Santa, 1962). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5.Répartition géographique du genre Retama dans le bassin Méditerranéen 

(Benmiloud-Mahieddine, 2013) 
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3-2- Le microsymbiote : rhizobium 

3-2-1- Généralité : 

Le second partenaire de l’association symbiotique fixatrice d’azote est une bactérie 

communément appelée « rhizobium » .Ce termes générique dérive du premier genre bactérien, 

Rhizobium décrit au XIXème siècle  comme des bactéries Gram négative, aérobie ou micro-

aérophile et présents soit à l’état libre en générale ou en association avec des légumineuses , 

possédant une forme de bâtonnets régulier de 0,5 à0,9 µm de largeur sur 1.2 à 3µm de 

longueur (Jordan, 1984) .Ce sont des bactéries mobiles grâce à un seul flagelle polaire ou par 

2 à 6 flagelle péritriches (Wener 1992). 

Les rhizobiums sont des bactéries chimioganotrophes qui se nourrissent de glucides 

relativement simples comme le glucose et de composés amines. Certaines espèces ont 

également besoin de vitamines. Les rhizobiums sont divisés en deux genres en fonction de 

leur vitesse de croissance. Rhizobium, qui contient des souches à croissance rapide produisant 

de la turbidité en milieu liquide en deux ou trois jours et un taux de doublement toutes les 

quatre à huit heures, et Bradyrhizobium , qui contient des souches à croissance lente 

produisant la même chose en cinq à sept jours et toutes les six à huit heures, sont les deux 

genres qui diffèrent à cet égard (Samasegaran et Hoben, 1994), leurs croissance est optimale à 

une température de 28°C et un pH compris entre 6 et 7 (Burton, 1985). 

Figure 6.Arbre phylogénétique de l’ADNr 16S, 15 genres α-protéobactéries - 05 genres β-

protéobactéries et 02 genres γ-protéobacteries. Les genres engras contiennent les rhizobiums 

nodulants les légumineuses (Masson-Boivin et al., 2009) 
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3-2-2- Genre Bradyrhizobium : 

Les bactéries dites « à croissance  lente » font partie du genre Bradyrhizobium . Depuis 

sa caractérisation par Jordan (1982 et 1984), ce genre n’a connu comme espèces décrites que 

Bradyrhizobium japonicum nodulant le soja et siratro. Bradyrhizobium elkanii (Kuykendal et 

al., 1992), et B.liaoningensis (Xu et al., 1995) sont deux nouvelles espèces qui ont été 

récemment définies sur la base de l’hybridation ADN/ADN. 

Il existe de nombreuses souches de Bradyrhizobium qui ont été identifiées à partir de 

diverses légumineuses, mais il n’est pas toujours évident de les classer en fonction de leur 

espèce. Le nom Bradyrhizobium sp. Est utilisé pour les classer ; le nom de leur installation 

d’isolement suit (Dupuy et al., 1994). 

3-2-3- Classification : 

Règne : Bacteria 

Sous-règne : Negibacteria 

Embranchement : Proteobacteria 

Classe : Alphaproteobacteria 

Ordre :  Rhizobiales 

Famille :  Bradyrhizobiaceae 

Genre :    Bradyrhizobium ( Jordan, 1982) 

Espèce :  Bradyrhizobium betae (Rivas et al., 2004) 

4-Le processus de nodulation : 

La capacité des rhizobiums à provoquer la formation de nodules dans les racines ou les 

tiges d’une plante hôte spécifique est essentielle au processus symbiotique de fixation de 

l’azote (Oldroyd, 2001). 
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Figure 7.Etapes du processus de nodulation lors de la symbiose Légumineuses-

Rhizobium(OULED AMRANE Saadia, 2012). 

4-1- l’infection et la formation des nodules : 

Le nodule, seul organe de la racine nécessaire à la vie bactérienne et à l’activité de la 

nitrogénase, sert de lieu d’attachement symbiotique. Une conversion moléculaire entre le 

microsymbiont et la plante hôte conduit à la production de nodules (Foucher et Kondorosi, 

2000). 

L’interaction s’initie par un dialogue moléculaire spécifique entre les deux partenaires 

rhizobia et des jeunes poils absorbants cette l’étape de pré-infection prend quelques heures à 

24h postinoculation (Oldroyd, 2000). 

Finalement, les cellules végétales infectées et les bactéries infectantes se différencient 

en cellules capables de fixer et d’assimiler l’azote. La structure nouvellement formée, qui se 

compose des bactéries qui différencient dans des bactéroides enfermés dans une membrane de 

cellules de la plante, s’appelle un symbiosome. 

L’une des caractéristiques majeures des associations rhizobium-légumineuse est leur 

spécificité d’hôte. En effet, une espèce de rhizobium donnée n’est capable, en général, 

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

De même une espèce de légumineuse ne peut être nodulée que par un certain nombre 

d’espèces de rhizobium (Tilak et al., 2005).   
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Figure 8.Les différentes étapes conduisant à la formation d’un nodule indéterminé (Patriarca 

et al., 2004). 
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Partie  expérimentale 
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Chapitre 2 : Matériels et Méthodes 

1-Matériel biologique : 

         Ici (Ahnia, 2018) utilisé le matériel suivant : les isolats ont été obtenus dans un 

travail précédent à partir de nodules efficaces stérilisés en surface de plantes R.sphaerocarpa 

poussant dans des sols algériens, et cultivés sur de la gélose à la levure et au mannitol (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 controlées.  

          Tandis que (Chaïch et al., 2007) et (Mahdhi  et al., 2017) utilisés les matériels 

suivants :les bactéries ont été isolées à partir de nodules racinaires naturels prélevés sur des 

plantes G.saharae poussant en Tunisie et en Algérie. L’isolement des bactéries à partir des 

nodules a été effectué comme décrit par Vincent en 1970. La pureté de chaque isolat a été 

assurée par l’étalement répété de colonies individuelles sur des plaques de gélose à l’extrait de 

levure et au mannitol (YMA). 

2. Méthodes : 

2.1. Caractérisation phénotypique : 

       Les caractéristiques phénotypiques suivantes ont été recherchées dans cette étude 

analytique : capacité de nodulation, caractéristiques physiologiques et nutritionnelles, 

sensibilité et résistance aux antibiotiques. 

2.1.1. Test de nodulation 

Le test de nodulation est la première étape pour identifier les nodosités isolées qui ont 

été collectées. En fait, cela permet aux chercheurs d’évaluer la capacité des bactéries à 

infecter à nouveau la plante hôte  (Bourebaba, 2016). 

Sous une plaque chauffante à flux laminaire, les grains de R. sphaerocarpa ont été 

stérilisés (H2SO4) pendant 3 heures, puis rincés abondamment (10 fois ou plus) dans de l'eau 

distillée stérile pour éliminer toute trace d’acide. Les graines ont été laissées dans de l’eau de 

distillation stérile pendant 24 heures lors du dernier rinçage pour accélérer leur germination. 

(Boulila et al., 2009) Puis on les laisse pendant 5 à 7 jours dans des boîtes de Pétri contenant 

du papier absorbant stérile imbibé d’eau distillée stérile dans l'obscurité à 20°C. (Ahnia, 

2018). 

 



Chapitre 2                                                                                                Matériels et Méthodes 

15 
 

 

Figure 9.Test de nodulation sur la plante hôte Retama sphaerocarpa. (Ahnia, 2018) 

 

Une fois que les grains ont germées, ils ont été soigneusement transférés dans des pots 

Leonard contenant de la vermiculite et un environnement Jensen stérile (Somasegaran et al., 

1994). Des suspensions de cultures bactériennes (2 ml, 108–109 cellules/ml) ont été ajoutées 

au pots Leonard contenant les grains germées (âgé de 2–5 jours ), puis les plantes ont été 

cultivées en serre (23-25°C) pendant un minimum de 4 semaines et un maximum de 8 

semaines, (Bourebaba et al., 2016) après cela, les plantes ont été examinées pour la présence 

de nodules, leur nombre, leur taille et leur apparence, ainsi que l' apparence et le poids de la 

partie aérienne (Ahnia et al., 2018). 

Selon ( Chaïch et al., 2017), La souche de référence ORS1400 d’Ensifer garamanticus 

et des représentants des nouveaux isolats ont été testés pour la nodulation sur G.saharae. 

Après avoir été scarifiées et stérilisées, les graines ont été placées sur des boites de Pétri avec 

10% d’agar et stockées à 4°C pendant 48 heures avant d’être déplacées dans une chambre de 

croissance (dans l’obscurité température 22°C le jour et 15°C). Après une semaine de 

germination, les plantules ont été transplantées dans des tubes de verre contenant de 

l’attapulgite calcinée stérile ( Oil Dri Us special, Damolin, Danemark) , 40 ml de solution 

nutritive minérale et aucune source d’azote ( Bertrand et al., 2000). Une suspension 

rhizobienne (environ 109 cellules/ml) provenant d’une culture en début de phase stationnaire a 
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été utilisée pour inoculer un ml de chaque tube. Les témoins étaient des plantes non inoculées. 

Dix répliques de plantes par traitement ont été crées. Chaque plante a été élevée dans une 

chambre de croissance avec un cycle de jour de 14 heures et de nuit de 10 heures. La 

température de l’air était de 22°C (jours) et 15°C (nuit). 42 jours après l’injection, les plantes 

ont été récoltées. 

Et d’après (Mahdhi et al., 2007), les graines de G.saharae qui pousse spontanement 

dans la région de Nafta et stérilisées en surface dans de l’acide sulfurique à 98% pendant une 

heure. Elles ont ensuite été soigneusement lavées et ont germé dans des boites de Pétri. Dans 

des tubes de verre contenant de la gélose pour semis de Fahraёus, les semis germés ont été 

transplantés aspicalement (Vincent, 1970). 48 heures après le transfert, l’inoculation a été 

effectuée en utilisant 1 ml de l’isolat approprié de bouillon de culture rhizobien, qui contenait 

environ 109 cellules/ml. Des témoins non inoculé  ont également été inclus. Trois plantes ont 

été régulièrement utilisées dans les tests de nodulation des racines avec chaque isolat. Les 

racines des plantes ont été vérifiées pour la nodulation trois semaines plus tard.    

2.1.2. Caractérisation physiologique : 

Selon (Ahnia et al., 2018), les expériences de cette section examinent les effets de la 

température, du  pH et du NaCl sur le développement des souches de référence et des souches 

de Bradyrhizobium sp. (RST89, RST91, RST88bis). Comme inoculum standard, un volume 

de culture cellulaire contenant environ 107 cellules/ml, comptées en utilisant la cellule de 

Malassez , a été utilisé pour chaque expérience. Après incubation, la croissance des bactéries 

a été mesurée par absorbance à une longueur d’onde de λ=600nm. Chaque test a pris en 

compte trois répétitions. les contrôles négatifs sont pris sous forme de tubes à essai contenant 

des YMB non inoculés. 

2.1.2.1.Effet de température 

Ce test a été réalisé sur milieu YMB, effet des différentes températures sur la croissance 

des souches étudiées. Après ensemencement, les élevages sont incubés pendant 10 jours à 

différentes températures 26°C, 28°C, 30°C, 32°C, 34°C, 37°C. 

2.1.2.2.Effet de pH 

Les souches ont été évaluées pour leur capacité à croitre à différents pH : 4, 5, 6, 7, 8, 9 

et 10 sur du milieu de culture YMB. Une fois inoculées, les cultures ont été incubées à 28°C 

pendant 10 jours. 
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2.1.2.3.Effet de NaCl 

Une étude a été menée sur la croissance des souches rhizobiennes, où cette étude a été 

réalisée dans du milieu de culture YMB contenant les concentrations utilisées sont 100, 200, 

300, 400, 500 et 600 nM,.et après ensemencement, les cultures ont été incubées en 28°C 

pendant 10jours. 

Selon ( Chaïch et al., 2017), Dans des études répétées au moins deux fois et comprenant 

trois répétitions , les souches nouvellement isolées ont été testées pour leur croissance dans 

une gamme de température et de concentration de NaCl. Avant d’être utilisées, les précultures 

des souches testées ont été produites et conservées pendant 16 jours au maximum. En utilisant 

10µl pour inoculer 150 µl de YEM liquide dans des microplaques à 96 puits, le volume de la 

préculture a été  ajusté à une densité optique (600 nm) de 0,5. Sur un agitateur orbital tournant 

à 150 rpm, les microplaques ont ensuite été incubées à 28, 40, 42 et 45°C. La DO a été 

enregistrée à l’aide d’un spectrophotomètre pour suivre la croissance bactérienne. Les souches 

de référence R.etli CFN42, E,meliloti ORS 665, E.garamanticus ORS1400. 

D’après (Mahdhi et al., 2007), Détermination de la tolérance au NaCl ( 1,2,3,4 et 5% 

p/v) ; température maximale de croissance (15, 28, 35, 40 et 45°C) et croissance à différentes 

températures décrit par (Mohamed et al., 2000). 

2.1.3. Caractérisation nutritionnelle : 

Selon  Ahnia et al., 2018 : 

2.1.3.1.Assimilation de la source de carbone: 

Sur le milieu YMB, où l’extrait de levure a été remplacé par 0,1 % de NH4Cl et le 

mannitol par la source de carbone à examiner à une concentration de 1%, l’utilisation des 

substrats de carbone a été testée. D-glucose, mannitol, D-galactose, fructose, D-mannose, 

citrate, le malonate, cellobiose, 

dextrine, saccharose, sorbose, rhamnose était l’un des substrats examinés. Dix jours à 

28°C ont été consacrés à l’incubation des tubes d’inoculation. 

2.1.3.2.Assimilation de la source d’azote : 

Dans le milieu YMB, où l’extrait de levure a été remplacé par l’un des acides aminés 

suivants à 0,1 %, l’utilisation des acides aminés par les souches comme seule source d’azote 

est examinée (Bourebaba, 2016). glycine, proline, cystéine et histidine était l’un des acides 

aminés examinés.. 
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Selon (Mahdhi et al., 2007) : 

 La production d’acide et d’alcali a été déterminée dans le milieu YMA avec 

l’indicateur bromothymol bleu (0-0025% p/v). le milieu YMA modifié (Somasegaran et 

Hoben., 1994) a été utilisé pour analyser la capacité des isolats à utiliser les hydrates de 

carbone (1% p/v :glucose , galactose, fructose et sucrose) et les acides aminés (0-1% p/v :L-

arginine, L-proline, L-leucine et L-tyrosine) comme seules sources de carbone et d’azote, 

respectivement. 

       2.1.4. Sensibilité et résistance aux antibiotiques : 

Selon (Ahnia et al., 2018) : 

Ce test a été réalisé sur des boites de Pétri contenant du milieu YMA solide. Le milieu a 

été additionné de différentes quantités d’antibiotiques à tester et cela selon la concentration 

finale souhaitée (voir tableau 01).  

Les solutions mères ont été préparées et stockées comme décrite par Sambrook et 

Russell (2001). Les solutions d’antibiotiques utilisées ont été stérilisées par filtration (filtre 

0,20µm, Sigma) puis additionnées au milieu YMA préalablement autoclavé. Les antibiotiques 

choisis appartiennent à plusieurs familles et ciblent différents sites au niveau de la bactérie. 

Chaque boite a été ensemencée par spot avec 10 μl d’une pré-culture fraîchement 

préparée ayant une DO de l’ordre de 0.8 à 1 soit 108 bactéries/ml. Trois répétitions ont été 

réalisées pour chaque antibiotique et pour chaque souche. Pour chaque test, des boites 

témoins ont été préparées. Ces témoins ont été réalisés sous des conditions standards avec 

0.1% (w/v) NaCl, pH 7.0 et incubés à 28°C. 

Les résultats de chaque test ont été évalués après 08 jours d’incubation. Par 

comparaison avec les boites témoins, les souches ont été notées sensibles (pas de croissance) 

ou résistantes (bonne croissance) (Somasegaram et Hoben, 1994). 

              

Tableau 1.Différents antibiotiques testés (Ahnia et al., 2018). 

Antibiotiques Charges(µg/ml) Cible Familles 

Ampicilline 10,50 et 100 

Paroi bactérienne: Ils agissent sur la 

synthèse du peptidoglycane en 

inhibant les protéines liant la 

pénicilline(PLP). 

Aminopénicillines 
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Streptomycine 10 

Sous unité 30S du ribosome.Erreur 

de lecture du code génétique lors de 

la traduction, des protéines. 

Aminosides 

Gentamicine 30 

Spectinomycine 50 

Kanamycine 50 

Rifampicine 5 

Sous-unité béta de l’ARN 

polymérase, codée par le gène rpoB. 

En se liant de façon covalente à 

cette sous-unité beta, elle inhibe 

l’ARN polymérase. 

Rifamycines 

Erythromycine 50 

Inhibant la synthèse des protéines 

bactériennes en se liant à la partie 

50s du ribosome et en empêchant la 

translocation peptidique. 

Sulfamides 

Tétracycline 5 

Empêche la fixation de l’aminoacyl-

ARNt entrant dans le site A du 

ribosome. 

Cyclines 

Chloramphénicol 20 
La synthèse peptidique en se fixant 

sur le ribosome bactérien. 
Phénicolés 

          

Selon (Mahdhi et al., 2007) : 

 Détermination de la résistance aux antibiotiques (Ampicilline, 60 et 100µg/ml ; 

Streptomycine, 60 et 100 µg/ml ; kanamycine, 60 et 100µg/ml et acide nalidixique, 20, 50 et 

µg/ml). 
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Chapitre 3 : Résultats et Discussions 
1.Caractérisation phénotypique : 

1.1. Résultats de test de nodulation : 

1.1.1.Les résultats d’Ahnia (2018): 

Selon les résultats de (Ahnia, et al. 2018) L’apparition de nodules sur la plante hôte 

Retama.sphaerocarpa appartient à la tribu de Genista été obtenue après deux mois 

d’inoculation. Leur nombre varie de 10 à 22, leur taille est de 1 à 3 mm, de couleur brune et 

de forme allongée multilobée. Ce résultat confirme ceux obtenus par Boulila en (2009)et 

considéré comme témoin positif pour le test de nodulation croisé. 

La figure 10 nous montre l’apparition de nodules bruns, indiquant la fixation d’azote sur 

les plantes suivantes: Lupinus micranthus, Genista numidica, Retama reatam, Lupinus albus. 

L’apparition de nodules a été observée également sur Vigna unguiculata dites à large 

spectre d’hôte mais ces nodules étaient de couleur blanche. Cependant, aucun nodule n’est 

apparu avec les deux plantes: Lupinus anguistifolius et Glycine.max . 

Ce résultat est en concordance avec celui trouvé par (Chahboune, et al. 2011), (Ahnia, 

Boulila et al 2014), (Bourbaba 2016). 

 

Figure 10.Teste de nodulation avec différentes plantes légumineuses. (Ahnia,Boulila et al 

2014) . 

 



Chapitre 3                                                                                               Résultats et Discussions 

21 
 

Il a été rapporté que les souches appartenant au symbiovarGlycinearum ne peuvent 

noduler que les légumineuses Glycine .max. Alors que les souches 

symbiovarGenistearum ne peuvent noduler que les Genisteae.(Vinuesa 2005) 

L’une des caractéristiques majeures des associations rhizobia- légumineuses est leur 

spécificité d’hôte. En effet, une espèce de rhizobia n’est capable, en générale, d’établir 

une Relation symbiotique efficace qu’avec un nombre limité de partenaires végétaux. De 

même, Une espèce de légumineuse ne peut être nodulée que par un certain nombre d’espèces 

bactériennes. (tilak et al 2005) . 

1.1.2.Les résultats de Chaïch (2017) : 

Tableau 2.La nodulation de Genistasaharae inoculée par les souches représentative et la 

souche type de référence E.garamanticus. (Chaïch, et al. 2018). 

                    Teste de nodulation  

                      Souches                Nod Nbr de nodule* 

        (par plante) 

Gs111E                   + 4.8±1.60 

Gs656E                   + 7.2±2.71 

Gs659E                   + 3.6±2.04 

Gs6514N                   + 8.2±2.48 

Gs6515E                   + 11.8±0.75 

Gs6516E                   + 10.8±2.79 

Gs6522E                   + 8±1.90 

Gs663M                   + 7.4±2.25 

Gs661E                   + 2.2±0.75 

Gs666N                   + 5±1.26 

Gs6620E                   + 4.2±2.14 

Gs675N                   + 6.4±0.8 

Gs6713E                   + 5.8±2.79 

Gs6716E                   + 4.2±0.40 
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Gs6718E                   + 9.2±1.60 

Gs6719E                   + 2.6±0.49 

Gs6720E                   + 4.6±0.49 

Gs6722E                   + 4.6±0.80 

E.garamanticusORS1400T                   + 7.2±1.47 

 

            *Moyenne du nombre nodules par plant. 

            E:GenusEnsifer;N:GenusNeorhizobium; M:GenusMesorhizobium. 

 

         Selon les recherches de (Chaïch, et al. 2017), collectant des nodules de G. saharae 

dans une zone géographiquement reculée de la région aride d'Algérie. Chaque plante obtient 

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

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

sphérique, parfois allongés ou feuillus, et ont une surface lisse. À partir de ces nodules 

de G. 

saharae, un total de 57 isolats de Rhizobium ont été obtenus (voir le tableau 4 pour la 

liste des isolats. 5 isolats étaient du mucus, conduisant à une croissance par fusion, tandis que 

d'autres isolats ne l'étaient pas). 

Phénotypiquement, les nodules racinaires formés par tous les isolats de G. saharae, 

étaient morphologiquement similaires mais ils différaient par leur efficacité 

symbiotique. Les 

souches montrent également une diversité phénotypique dans les attributs symbiotiques. 
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1.1.3.Le résultat de Mahdhi et al. (2007) :       

Tableau 3.La nodulation de Genistasaharae par différentes souches. (Mahdhi, et al. 2007) 

                           Teste de nodulation  

                      Souches             Nod         Nbr de nodulation 

GN34               + 6 

GN27               + 5 

GN2               + 4 

GN56               + 3 

GN51               + 3 

GN68               + 3 

GN54               + 4 

GN5               + 5 

GN7               + 4 

GN22               + 3 

GN76               + 3 

GN49               + 3 

GN10               + 3 

GN64               + 3 

GN59               + 4 

GN46               + 5 

GN26               - 0 
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Selon les études de (Mahdhi, et al. 2007), sur les 28 isolats, 4 isolats classés comme 

phyllobactéries par analyse de séquençage du gène de l'ARNr 16S ne peuvent généralement 

pas établir une relation symbiotique efficace avec leurs plantes hôtes d'origine. Les isolats 

restants ont formé 3 à 6 nodules par plant après 3 semaines (Tableau 3). 

Les résultats de (Mahdhi, et al. 2007) ont montré que les souches Ensifer et 

Rhizobium nodulant les Genistaspp. Aucune souche de Brachyrhizobium n'a été 

observée. Ce résultat confirme les résultats obtenus par (Mahdhi et Mars 2006) le tunisien 

Retamaraetam a Tunisia. (Zakhia, et al. 2004) ont mentionné qu'environ 69 isolats ont été 

isolés à partir de légumes sauvages poussant spontanément dans les régions arides de Tunisie, 

et seulement deux souches de rhizobium brady ont établi une relation symbiotique efficace. 

 (Mahdhi, et al. 2007) a signalé que les arbustes de G. saharae dans les régions 

subarides de Tunisie sont apparentés à plusieurs espèces de rhizobiums du genre Ensifer 

(75%), rhizobia (10 %) et phyllobactéries (15 %). 

GN33               - 0 

GN25               - 0 

GN44              + 5 

GN36              + 4 

GN9              + 4 

GN55              + 3 

GN38              + 3 

GN15              - 0 

GN50              + 5 

GN24              + 3 

GN29              + 6 
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Enfin les résultats obtenus par (Mahdhi, et al. 2007), démontrait que quelque isolats 

peut être présente une nouvelle souche nodulant G.saharae nécessite une caractérisation 

phylogénétique pour établir leur taxonomie 

         (Mahdhi, et al. 2007) a signalé que les arbustes de G. saharae dans les régions  

subarides de Tunisie sont apparentés à plusieurs espèces de rhizobiums du genre Ensifer 

(75%), rhizobia (10 %) et phyllobactéries (15 %) . 

1.1.4.Resultats de Stępkowski (2018) :                 

Les genres Mesorhizobium, Rhizobium, Ensifer (précédemment Sinorhizobium) et 

Bradyrhizobium sont à large spectre d’hôte en raison de leur capacité à noduler une large 

gamme de Fabaceae spp. 

Les Genistasaharae sont infectés exclusivement par des genres de rhizobium à 

croissance rapide, en particulier Ensifer, dont la prédominance d' Ensifer en tant que symbiote 

peut être causée par des exigences spécifiques de Genista, favorisant ce genre de rhizobium. 

Cependant, cela peut être lié à la haute teneur en sel et à l'habitat aride des 

légumineuses, ce qui peut favoriser Ensifer par rapport à d'autres genres rhizobium. 

(Stępkowski, et al. 2018). 

1.2.Caractérisation physiologique : 

Les résultats d’(Ahnia et al., 2018) : 

1.2.1. Effet de la température :  

Les résultats du travail de Ahnia (2018) ont été basés sur les souches RST89, RST91 et 

RST88bis, ils montrent que la température optimale pour la croissance de ces souches se situe 

entre 26°C et 30°C. Cependant, à l'exception des points de référence (B. paxllaeri, B. 

diazoefficiens, B. lablabi), aucune croissance n'a été observée après 32°C. 
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Figure 11.Effet de la température sur la croissance des souches de Retama. (Ahnia, 2018) 

Ces résultats sont en concordance avec celui trouvé par Bourebaba (2016), comme ses 

résultats ont montré que la capacité de souches isolées à croitre à diverses températures a été 

déterminée sur une plage de 20°C à 41°C.  

En effet, toutes les souches testées, y compris les souches de référence, montrent une 

croissance entre 20°C et 30°C, avec un pic à 28°C. Des températures supérieures ou égales à 

37 °C empêchent 75 % des souches de se développer, mais certaines souches continuent de 

croître même à 39°C. Cependant, aucune croissance n'a été observée à 41°C. 

Ces résultats corroborent les résultats Dakak (2010) qui montre que la majorité des 

souches sont capables de croître à des températures allant de 4°C à 45°C, avec un optimum de 

croissance entre 25°C et 30°C, et aucune croissance au-dessus de 45°C. 

Selon certaines recherches, nombreux rhizobiums ne peuvent pas se développer à 38°C. 

La  majorité des rhizobiums préfèrent une plage de température comprise entre 28 et 31°C 

pour une croissance (Thami-Alami et al., 2010).  

Les rhizobiums produisent des protéines appelées « protéines de choc thermique » pour 

résister aux impacts des températures élevées (Michiels et al.,1994). La déshydratation et la 

dégradation des enzymes sont provoquées par les températures élevées dans le cycle 

métabolique bactérien. Les basses températures, en revanche, entrainant l’inactivation-parfois 

irréversible (Cloutier et al, 1992). 
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1.2.2.Effet du pH 

Le travail de Ahnia (2018) montrent que les souches RST89, RST91 et RST88bis se 

croisent entre pH4 et pH7, avec un optimum à pH7, et que la croissance ralentit pour 

s’empêcher entre pH9 et pH10. 

 

Figure 12.Effet du pH sur la croissance des souches de Retama. (Ahnia, 2018) 

Selon Bourebaba (2016), les résultats de l'effet du pH sur la croissance des souches 

étudiés montrent que tous les souches, y compris les 7 souches de référence, poussent bien en 

pH acide ou neutre. Cependant, cette croissance est affectée par pH8 (75%) et donc seulement 

36,36 % de croissance est observée à pH9 avant de cesser à pH11. 

Les résultats obtenus dans le travail de Dakak (2010) découvre que l'ensemble des 

isolats testés et des souches de référence peut se déplacer entre pH3,5 et pH10. 

  Selon (Graham, 1994), la structure et la composition de la membrane externe de la 

bactérie peuvent jouer un rôle dans la façon dont elle tolère un pH acide. Hangria et Vargas 

(2000) qu’à différents stades de la symbiose, l’acidité du sol pose un problème important. Le 

partenaires le plus sensible au pH est généralement le microsymbiont . les différentes souches 

de rhizobia réagissent différemment à l’acidité (Vargas et Graham, 1988). 

Selon (Jordan, 1984, Van Rossum et al., 1994, Yan et al., 2000), ils ont convenu, après 

leurs études, que Les rhizobiums à croissance rapide sont généralement plus sensibles à 

l’acidité que les bradyrhizobiums. Cependant, même au sein d’une même espèce, il peut y 

avoir une large gamme de tolérance au pH. (Glenn et Dilworth, 1994) 
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Selon (Raza et al., 2001)  Les souches de rhizobium isolées de deux espèces, Lupinus 

luteus et Lupinus angustifolius, poussent très bien dans une large gamme de pH (pH 4 à pH 

10) . 

(Bourebaba et al., 2016) a également trouvé que La croissance de certains isolats de 

Bradyrhizobium de Lupinus micranthus est inhibée à pH11. 

L’acidité du sol inhibe la fixation symbiotique de l’azote en limitant la survie et la 

persistance des rhizobiums dans le sol, ainsi qu'en réduisant la nodulation. (Appunu et Dhar, 

2006) L’exclusion des protons, la production d'exopolysaccharides et les modifications de l' 

hydrophobicité de la membrane plasmique sont autant de mécanismes d’adaptation au pH de 

l’environnement chez les rhizobiums. (Correa et Barneix, 1997). 

La majorité des sols peuvent tolérer des niveaux de pH aussi élevés que 9, ce qui rend 

l’alcalinité moins préjudiciable à la survie du rhizobium. Cependant, l'effet négatif de 

l'alcalinité du pH du sol est le manque de minéraux tels que le fer et le manganèse, qui sont 

nécessaires à la fois aux rhizobiums et à la plante hôte.  

Rappelez-vous que le pH est l'un des facteurs les plus importants limitant la survie et les 

propriétés symbiotiques des rhizobiums dans le sol. (Shetta et al., 2011) 

1.2.3. Effet du NaCl 

Les résultats de l’effet du NaCl du travail de Ahnia (2018) sur la croissance des racines 

RST89, RST91 et RST88bis montrent que le NaCl a un effet sur la croissance des racines de 

Retama. En effet, après 100 mm, il y a une diminution de la croissance des souches. Les 

souches de référence particulièrement B. lablabi, B. valentinum et B. retamae sont également 

affectées par le NaCl. 
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Figure 13. Effet du NaCl sur la croissance des souches de Retama. (Ahnia, 2018) 

Ces résultats confirment ceux trouvés par Bourebaba (2016) qui ont montré que toutes 

les souches isolées ainsi que les souches de références sont sensibles à la salinité. En 

conséquence, seulement 22.72% des souches croient à 85 mm de NaCl. 

Les résultats obtenus dans le travail de Dakak (2010) montrent que jusqu'à une salinité 

de 855mM de NaCl, la croissance des souches n'est pas affectée par la présence de des deux 

isolats D, E qui ont montré une forte sensibilité à la même concentration de NaCl. 

Les résultats obtenus, montrent que jusqu'à une salinité de 855 mm de NaCl, la 

croissance des souches de référence et de nos isolats n’est pas affectée à l’instar des deux  

isolats D, E qui ont montré une nette sensibilité a cette même concentration de NaCl. La 

majorité des  isolats et souches de référence demeure osmo-tolérants, bien que la croissance 

de la totalité des  micro-symbiontes étudiés est altérée à 1710mM de NaCl. 

Graham et Parker (1964) et Thami-Alami et al.(2010) ont montré que les rhizobia à 

croissance rapide sont plus tolérants à la salinité que ceux à croissance lente. Toutefois, 

dessouches à croissance lente nodulant le genre Vigna pouvant tolérer des concentrations 

élevées de NaCl de l’ordre de 4% à 5.5% ont été caractérisées par Mpepereki et al. (1997). 

Miller et Wood (1996) en particulier pendant la phase de symbiose, il a été constaté que 

le rhizobium est une bactérie sensible à la salinité .Cependant, elle dispose d’un mécanisme 

d’adaptation qui lui permet de contrecarrer les effets du stress salin, ce qui lui permet de 

tolérer de grandes concentrations. 

                   les résultats de (Chaïch, et al. 2017) : 
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Les isolats rhizobiens de Genista saharae ont été testés pour leur croissance à 

différentes températures et concentrations de NaCl. Sur les 22 isolats testés, deux ont poussé 

jusqu’à 40°C , 11 jusqu’à 42°C et 4 jusqu’à 45°C. 

Toutes les souches ont toléré une croissance à 1% de NaCl, sauf l’isolat Gs6721 de 

Ensifer sp. l’isolat Gs675 de Neorhizobium sp. ne s’est pas développé à 2% NaCl. Les autres 

isolats étaient tolérants au sel jusqu’à 4% NaCl. Sauf deux souches Ensifer (Gs6515 et 

Gs6521). Les souches types Ensifer meliloti LMG6133 et rhizobium etli CFN42 ont montré 

une tolérance au sel plus faible que la plupart des isolats, et la souche R.etli était sensible à la 

haute température. 

                         le résultat de (Mahdhi et al. (2007) : 

, la majorité des isolats sont capables de se développer à des pH compris entre 6 et 12, 

mais aucun n’a pu se développer à un pH de 4. La plupart des isolats testés tolèrent des 

concentrations de NaCl de 1 à 3% .un isolat (STM4301) est capable de se développer en 

présence de 4% de NaCl . la majorité des isolats sont capables de se développer à des 

températures comprises entre 28 et 40°C, mais pas à 45°C. Quatre isolats (GN2,GN27, GN34 

et GN50) sont capables de se développer à 15°C. 

1.3. Caractérisation nutritionnelle : 

Les résultats d’(Ahnia et al., 2018) : 

1.3.1. Assimilation de la source de carbone 

Selon les résultats obtenus par (Ahnia, 2018) montré que, les souches de Retama 

assimilent le D-glucose, mannitol, D-galactose, sorbose et fructose. Cependant les souches ne 

présenté aucune croissance en présence de mannose, citrate, malonate, cellobiose, dextrine, 

saccharose et rhamnose. 

Bourbaba (2016), Elle a montré à travers les résultats obtenus qu’il existe une diversité 

dans la réponse pour l’assimilation du sucre comme seule source de carbone par les souches 

de L.micranthus testées et les souches de références. Comme la plupart des souches poussant 

en présence du  fructose , du D-galactose , du L-arabinose et du L.rhamnose. Ce dernier est le 

sucre le mieux assimilé par L.micranthus .Cependant, les souches assimilent  le saccharose et 

aucune d’entre elles, la raffinose. 
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Nous constatons également que Salmi (2019) à souligné que les souches de 

Bradyrhizobium nodulant Lupinus micranthus et Calicotome spinosa assimilent bien le D-

galactose et le fructose comme seule source de carbone contrairement au saccharose. 

Tableau 4.Assimilation des différents substrats carbonés par les souches de Retama ainsi que 

les souches de référence. 

Souches/

Tests 

RST8

9T 

RST

91 

RST88

bis 

B. 

lablab

i 

CCB

AU 

23086

T 

B. 

jicam

ae 

PAC6

8T 

B. 

valentin

um 

LmjM3

T 

B. 

retam

ae 

Ro19

T 

B. 

paxlla

eri 

LMT

R 21T 

B. 

diazoeffific

iens 

USDA 

110T 

D-glucose + + + + + + + + + 

Mannitol + + + + - + - - + 

D-

galactose 

+ + + + + - + + + 

D-

Mannose 

- - - + + + + - + 

Citrate - - - + - - - - + 

Malonate - - - + - - + - + 

Cellobios

e 

- - - - - - - - - 

Dextrine  - - + - - - - - 

Saccharos

e 

- - - - - - - - - 

Rhamnos

e 

- - - - + - - - - 

Sorbose + + + + + + + + + 

Fructose + + + + +  + + + 

(+) positive, (-) négative. 

Aussi, (Dekak, 2010), à travers une représentation graphique, nous a fait comprendre la 

différence de l’assimilation des sucres par les isolats selon leur partenaire symbiotique. Les 
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isolats issus d’Argyrolobium uniflorum montrent une bonne croissance en présence du 

glucose, maltose, arabinose, fructose et sucrose et un faible développement en présence de 

raffinose, xylose, lactose et sorbitol. Tant disque les isolats isolés à partir des nodules de 

Genista microcephala ont enregistré les plus faible taux de croissance pour tous les sucres 

utilisés, en les comparant avec les densités optique enregistrés par les souches de références 

qui sont bien développées dans la gamme des sucres utilisés. 

En 1985, Stowers a démontré que les bactéries Bradyrhizobium assimilent les 

monosaccharides par différentes capacités. En revanche, le genre assimile moins les 

saccharides, les trisaccharides sont rare. 

Autre travaux montré que les différentes souches du genre Rhizobium ont un grande 

aptitude à assimiler les mono et les disaccharides, et d’une manière restreinte les tri et 

polysaccharides ( Van Rossum et al.,1995). 

Quant à Xu et al., 1995, il a montré que Bradyrhizobium liaoningense et 

Bradyrhizobium japonicum ont déterminé une utilisation rare pour les monosaccharides et 

variable pour les didaccharides. 

1.3.2. Assimilation de source d’azote 

Selon Ahnia (2018), les résultats obtenus dans le tableau IX montrent que les souches 

de Retama ont une bonne croissance en présence de l’histidine, comme seule source d’azote 

mais aucune croissance n’a été observée en présence de glycine, proline et cystéine comme 

c’est le cas aussi de la plupart des souches de référence utilisées. 

Ce résultat est en concordance avec celui trouvé par (Bourebaba, 2016), Cependant, 

certaines souches de Bradyrhizobium ont été isolées à partir de Lupinus micranthus qui 

présentaient une bonne croissance en présence de l’histidine, proline, et cystéine. 

D’après ( Yang et al., 2008) les rhizobia assimilent les acides aminés par différentes 

manières. D’autre part certains acide on le rôle d’inhibiteurs de croissance selon le travail 

(Struffi et al., 1998) . 
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Tableau 5.Assimilation des différentes sources d’azote par les souches de Retama ainsi que 

les souches de référence. Souches 1 2 3 4 5. 

 

(+): positive, (−) : negative. 

         Quant à (Dakak , 2010), le résultat était différent par rapport aux résultat de 

(Bourebaba, 2016) et (Ahnia, 2018). 

Alors que Dakak (2010) a montré que La croissance des isolats et des souches de 

référence varie d’une source d’azote à une autre, en analysant la (Figure 15) en remarque un 

bon développement des isolats de Genista microcephala et la souche de référence HCa1, HP7 

et A6 en présence de la leucine. Par ailleurs les isolats (AB2’, B3, AN11’, AN123’, N2, 

YN12) issus des nodules d’Argyrolobium uniflorum affichent un bon développement en 

présence de la proline contrairement à la souche N1 qui a montré une croissance appréciable 

avec la leucine et la thréonine. En contrepartie la phénylalanine a réprimé la croissance de 

l’ensemble des isolats et des souches de référence étudiés, d’autre part l’asparagine ne 

favorise pas la croissance des souches et isolats et elle a assuré un faible développement des 

souches (A6, HP7, HS1). 

Le premier formé des isolats (AN123’, AN11’, N1) montrant une corrélation positive 

avec les acides aminés isoleucine, asparagine, glycine, lysine, sérine, leucine, méthionine, 

glutamine, tyrosine, tryptophane et proline.  

Le deuxième groupe est composé des isolats (N2, YN12, B3, AB2’) leur corrélation est 

négatives avec les acides aminées : tyrosine, tryptophane, proline, histidine, thréonine, 

alanine, valine, cystéine et arginine. 

Souches RST89T RST91 RST88bis 

B. 

lablabi 

CCBAU 

23086T 

B. 

jicamae 

PAC68T 

B. 

valentinum 

LmjM3T 

B. 

retamae 

Ro19T 

B. 

paxllaeri 

LMTR 

21T 

B. 

diazoeffifici

ens USDA 

110T 

Histidine + + + + + - - - + 

Proline - - - - - - - - - 

Cystéine - - - - - - - - + 
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Le troisième groupe constitué des isolats K, E, A et la souche de référence HnA affiche 

une corrélation négative avec l’ensemble des acides aminés utilisés à l’exception de la 

phénylalanine.  

Le quatrième groupe regroupe les isolats D, F, M et les souches de référence HCA1, 

HP7, HS1, A6, sa corrélation est positif avec les acides aminés isoleucine, asparagine, 

glycine, lysine, sérine, leucine, méthionine, glutamine et négatif avec histidine, thréonine, 

alanine, valine, cystéine et arginine.  

Par ailleurs l’ensemble des isolats et les souches de référence n’utilisent pas la 

phénylalanine comme source d’azote.  

D’après l’étude faite par Liu et al., 2005, l’histidine et l’alanine peuvent être les acides 

aminés les plus assimilés. 

Quant à Yang et al., 2008 ont montré que les rhizobia assimilent différemment les 

acides aminés. 

                 le resultat de (Mahdhi et al., 2007) 

, phénotypiquement , tous les isolats ont une croissance rapide, produisent des acides et 

sont capables d’utiliser une large gamme de source de carbone et l’azote. 

 

1.4.Sensibilité et résistance aux antibiotiques : 

                           Les résultats d’(Ahnia et al., 2018) : 

Le travail de Ahnia (2018) montrent que les souches RST89, RST91 et RST88bis 

résistent l’ampicilline 10μg et 50μg, la tétracycline 50μg, et la chloramphénicol 20μg. 

Cependant, elles sont sensibles aux streptomycines 10μg, erythromycines50μg, 

gentamycines30μg, spectinomycines50μg, kanamycines 50μg et aux refampicines 50μg 

(Tableau 6). 
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Tableau 6.Sensibilité et résistance aux antibiotiques par les souches de Retama ainsi que les 

souches de référence 

Souches / Tests RST

89 

RST

91 

RST88

bis 

B. 

lablabi 

CCBA

U 

23086

T 

B. 

jicamae 

PAC68

T 

B. 

valenti

num 

LmjM

3T 

B. 

retam

ae 

Ro19

T 

B. 

paxllaeri 

LMTR 

21T 

B. 

diazoeffici

ens USDA 

110T 

Ampicilline 

10μg 

+ + + + + + + - + 

Ampicilline 

50μg 

+ + + + + + + - + 

Ampicilline 

100μg 

- - - + + - - - + 

Streptomycine 

10μg 

- - - - - - - - - 

Gentamycine 

30μg 

- - - - - - - - + 

Spectinomycine 

50μg 

- - - - - - - - - 

Kanamycine 

50μg 

- - - - - - - - - 

Rifampicine 5μg - - - + + - - - + 

Erythromycine 

50μg 

- - - + + - + + + 

Tétracycline 5μg + + + + + + + + + 

Chloramphénico

l 20μg 

+ + + + + + + + + 

(+): positive, (−) : négative. 

           

   Selon Dekak (2010), les résultats montrent que les souches étudiées sont résistantes à 

la spectinomicyne et à l'érythromycine, la majorité d' entre elles également résistantes à la 

gentamycine. Cependant, les isolats et les souches de référence ont montré une  
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sensibilité remarquable à la kanamycine, au chloramphénicol, à la streptomycine et à la 

rifampicine. 

Selon (Beck et al., 1993) on peut utiliser les antibiotiques comme moyenne 

d’identification et de comparaison pour les Rhizobiales. 

 

D’autre part les Rhizobiales présent une résistance variable selon la souche, en même 

temps les souches de la même espèce présent un résistance variables ( Zhang et al., 1991 ) et ( 

Odee et al., 1997). 

On 2002 Maatallah  trouve que les rhizobia résiste la kanamycine et l’érythromycine, 

par conte (Batzli et al  2002) présente des souches qui tolère fortement la tetramycine et un 

fables tolérence pour la kanamycine . 

(Graham et al., 1991 ) dite que l’effet d’antibiotique dépend de leur concentration et 

leurs nature .Cette effet variait d’une espèces à l'autre, d’une souches à l’autre. 

L’inactivation intra ou extracellulaire est la mécanisme de résistance le plus fréquente 

chez les bactérie gram négativ       

 le résultat de (Mahdhi et al., 2007) : 

 la plupart des isolats sont résistants à 100µg/ml d’ampicilline et de streptomycine, mais 

pas à 100 µg/ml de kanamycine, sauf sept isolats . la majorité des isolats, 21 isolats, étaient 

résistants à 100 µg/ml d’acide nalidixique (Tableau 7). 
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Tableau 7.Isolats et souches de référence utilisés dans cette étude  des antibiotiques (Mahdhi, 

2007). 

Référence souches Am (100 

µg/ml). 

Str (100 

µg/ml) 

Ka (100 

µg/ml) 

Na (100 

µg/ml) 

GN34=STM4025 - - + + 

GN27 + + + + 

GN2 + + - + 

GN56 + + - + 

GN51 + - - + 

GN68 - + + + 

GN54=SMT4030 + + - + 

GN5 + + + + 

GN7 + - - + 

GN22=SMT4020 + + - + 

GN76=STM4033 + + + - 

GN49 + + - + 

GN10=STM4016 + + - + 

GN64=STM4032 + + - + 

GN59 + + - + 

GN46 + + - + 

GN26=STM4022 + + - + 

GN33=STM4024 - + - - 
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GN25=STM4021 + + - - 

GN44=STM4028 + - - - 

GN36=STM4026 - - + + 

GN9=STM4015 + + - + 

GN55=STM3031 + + - + 

GN38=STM4027 - + - + 

GN15=STM4018 + + + + 

GN50=STM4029 + + - + 

GN24 - + - - 

GN29=STM4023 + - - - 

B.japonicum 

N2P5549T=LMG138T 

+ + + + 

R.mongolense 

STM246T=LMG1944T 

- - - - 

R.etli 

CFN42T=USDA9032 

- - - + 

R.galegae 

HMBI540T=LMG6214T 

- + 

 

- + 

R.tropciIIB 

CIAT899T=HAMBI1163T 

- - - - 

 

M.loti 

ORS664=LMG6125T 

+ + - + 
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Am :ampicilline ; Str :streptomycine ; Ka : kanamycine ; Na : acide nalidixique. 

 

 
 

M.mediterranem 

ORS2739T=LMG17148T 

- - - - 

R.etli 

CFN42T=USDA9032 

+ + - + 
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Conclusion 

Selon l’étude réalisée par Ahnia et al., (2018), où une caractérisation polyphasique et 

génomique ont été réalisées afin de décrire les souches RST89, RST91 et RST88bis isolées de 

Retama sphaerocarpa d'Algérie et de statuer sur leur position taxonomique. 

En effet, la caractérisation phénotypique a révélé que ces souches étudiées, cultivées sur 

milieu YMB sont extrêmement lente, Ces souches sont caractérisées par un large spectre 

d’hôte. En effet, elles sont capables de noduler, en plus de Retama sphaerocarpa (plante 

hôte), R. raetam, L. micranthus, L. albus et G. numidica. 

Ces souches de Retama sphaerocarpa sont mésophiles avec un optimum de croissance à 

pH7. Cependant, leur croissance est très affectée à partir de 100Mm du NaCl. Ces souches 

sont résistantes à l’ampicilline et peuvent assimiler D-glucose, D-galactose, fructose et 

l’histidine.  

Dans cette étude (Mahdhi, 2007) et (Chaïch, 2017) ont été essayé de caractériser et 

d’identifier des souches bactériennes isolées à partir des nodules conservés présents au niveau 

des racines de la plante légumineuse d’une espèce de genre Genista saharae. 

Selon les résultats de (Ahnia, 2018). La conservation structurelle des gènes de 

nodulation est bien corrélée avec la gamme d'hôtes symbiotiques des souches RST89, RST91 

et RST88bis de R. sphaerocarpa, comme le montre le test de nodulation. Par contre aucune 

symbiose n'a pu être établie avec Lupinus anguistifolius, alors qu'une symbiose (nodules 

bruns) a été établie avec Lupinus  micranthus . 

Selon la perspective d’Ahnia et al. (2018), il serait intéressant de poursuivre l’étude de 

description des autres souches nodulant Retama, Ceci afin d’inventorier, d’enrichir et de 

protéger les rhizobia comme ressources génétique et patrimoine algérien. 

Ahnia et al. (2018), ils ont été signalé qu’une étude sur les rhizobia nodulant Retama du 

sahara algerien est en cours afin d’identifier, décrire et sélectionner les souches ayant un ou 

des atouts économiques et environnementales pour la fertilisation et la restauration des sols 

pauvres et /ou dégradés.  
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Annexe 

Les milieux de culture Milieu : 

Yeast Mannitol Broth (YMB) (Somasegaran et Hoben 1994) : 

 

Mannitol 10.0g 

K 2 HPO 4 0.5g 

MgSO 4 7H 2 O 0.2g 

NaCl 0.1g 

Extrait de levure 0.5g 

Eau distillée 1000ml 

PH 6.8 

Autoclavage 120° Pendant 20 minutes 

 

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

 

YMB 1000ml 

Agar 15g 

PH 6,8 

Autoclavage 120°C pendant 20minute 
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Retama spp  العقیدات الجذریة لتثبیت الازوت  ھي شجیرات أصلیة في حوض البحر الأبیض المتوسط و تتكیف لتنمو في ظروف قاحلة,  و ھي قا درة على إنتاج
 مفید لاستعادة النظم الایكولوجیة المتدھورة القاحلة و الشبھ قاحلة. ,الجوي

 التي البكتیریا توصیف بھدف البقولیات  دراسة  تم حیث   (Chaïch, 2017 ; Mahdhi, 2007)سابقة مقالات كل من أخرى اساترد إلى لجأنا الدراسة ھذه  في
  ). (BNLنباتال ھذا جذور تغذي

 النمط دراسة بواسطة اھتمییز تم المعزولة لاتالسلا Retama sphaerocarpaمن نوع   Retama   جنس من للبقولیات الجذریة عقدلل مكونة بكتیریا عزل تم
  Rhizobium صفات تحمل أنھا على اظھر الذي التكویني النمط و الظاھري

ب          خاصة صفات تظھر علیھا المحصل النتائج Vincent 1970 . تقنیة حسب ذلك و التعایش اختبار ءراإج تم ریولوجیةیالبكت المراقبة ظروف في و
Rhizobiumشاھدة سلالات دوجوب.   

  Bradyrhizobium sp انھا على ,الجزائر شرق شمال في نشأتRetama raetam  و   R. sphaerocarpaل الجذریة العقیدات من عزلة 125 فوص تم

لى أنھا یة والظاھریة عبالطرق الجزیئ Ahnia et alالأنواع المذكورة أعلاه, وقد تم تمییزھا في عملتختلف عن   R. sphaerocarpaزلات ن بعض عفظھرت إ
 Bradyrhizobium algeriense spلة جدیدة لاس

Résumé 

Retama spp. (tribu Genisteae, famille Fabaceae) sont des arbustes indigènes au bassin méditerranéen et adaptés pour croître dans 
des conditions arides. Ils sont capables de produire des nodules racinaires fixateurs de N2, ce qui les rend utiles pour la 
restauration des écosystèmes dégradés arides ou semi-arides.  
Dans cette étude, nous avons abordés plusieurs études (Chaïch, 2017 ; Mahdhi, 2007) où cette Légumineuse a été étudiées a pour 
but de caractériser les bactéries nodulant les racines de cette plante (BNL). 
Des bactéries isolées à partir des nodules de la légumineuse fourragère Retama sphaerocarpa, sont caractérisés par une étude 
phénotypique et symbiotique qui donne une description comparable à celle des Rhizobium.  

Un test de nodulation dans des conditions bactériologiquement contrôlées est effectué en mettant en évidence l’aptitude des 
isolats à noduler les racines de la plante hôte qui a montré la formation des nodules ce qui indique que les isolats sont infectifs et 
elle Confirme qu'il a la capacité de coexister entre lui et la plante hôte. 

Cent vingt-cinq isolats de nodules racinaires de Retama raetam et de R. sphaerocarpa, originaires du nord-est de l’Algérie, l’ont 
été décrits comme Bradyrhizobium sp. Certains des isolats de R. sphaerocarpa semblaient différer des espèces susmentionnées, 
et ils ont été caractérisés dans le travail d’Ahnia et al. (2019), par des méthodes moléculaires, phénotypiques et phylogénétiques. 
Ces souches de R. spaherocarpa sont proposées de définir le nouveau Bradyrhizobium algérienne sp. nov.  

Les Mots clés : Retama, Bradyrhizobium, phénotypique, N2 

 

Abstract : 

Retama spp. (tribe Genisteae, family Fabaceae) is shrubs native to the Mediterranean basin and adapted to grow under arid  
conditions. They are able to produce N2-fixing root nodules, which makes them useful for restoration of arid or semiarid 
degraded ecosystems. In this study, we used previous studies (Chaïch, 2017 ; Mahdhi, 2007), where this leguminous was  
studied with the aim of characterizing the bacteria nodulating the roots of this plant (BNL). 
Bacteria isolated from the nodules of the forage legume Retama sphaerocarpa are characterized by a genotypicand symbiotic 
study that gives a description comparable to that of the Rhizobium. 
A nodulation test under bacteriologically controlled conditions is performed by highlighting the ability of theisolates to 
nodulate the roots of the host plant which showed the formation of nodules indicating that the isolatesare infectious and it 
confirms the relationship symbiotic between the host plant and the micro-symbiont which is a specific relationship. 
One hundred twenty-five isolates from root nodules of Retama raetam and R. sphaerocarpa, native of 
Northeastern Algeria, were described as Bradyrhizobium sp. Some of the R.sphaerocarpa isolates appeared to differ from the 
above-mentioned species, and have been characterized in this work of Ahnia et al. (2019) by molecular, phenotypic and 
phylogenetic methods. These R. spaherocarpa strains are proposed to define the novel Bradyrhizobium algeriense sp. nov. 
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