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Introduction  

 L’azote est un constituant essentiel des acides aminés et des protéines et par 

conséquent un élément minéral nécessaire pour tout organisme vivant. Dans la nature, l’azote 

est très abondamment présent sous forme minérale ou organique dans les sols et la matière 

vivante. Il constitue le principale facteur limitant la croissance de la plante qui ne peut 

l’utiliser que sous forme combinée (nitrate, ammoniaque, ou urée), et par conséquent un 

facteur limitant majeur de la production agricole (Robert et al., 2005). 

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’elle soit 

alimentaire, industrielles ou médicinales. Cet intérêt réside dans leur relation symbiotique 

avec les bactéries du sol appelé rhizobia (Chen et al., 1995).  

 Les bactéries telle que rhizobium, sont d’une importance considérable en agriculture et 

en forestières à cause de leur capacité d’établir une symbiose avec des plantes de la famille 

des légumineuses. Ces dernières peuvent jouer un rôle important dans la protection de 

l’environnement et l’amélioration de la fertilité des sols (Ndoy, 1999).   

 L’association symbiotique entre rhizobia et légumineuses à bénéfices réciproque 

fournit pour la bactérie, les ressources carbonées nécessaires à sa croissance, et pour la plante, 

la fixation d’azote atmosphérique essentielle à son développement (Pellerin, et al.,2014). 

 En Algérie des rhizobia nodulant plusieurs légumineuses de la tribu des Genisteae de 

différentes régions du pays ont fait l’objet de nombreuses études (Boulila et al .2009 ; Ahnia 

2014 ; Bourebaba et al.,2016).   

 Cette étude a pour but d’étudier la croissance des rhizobia isolés des zones arides sous 

l’effet de différents pH et de différentes teneurs en NaCl et étudiée la caractérisation 

morphologique , biochimique , cellulaire . 

 Ce document est constitué de trois chapitres : une synthèse bibliographique qui 

présente des généralités sur les partenaires (rhizobia et légumineuses) et leurs interactions 

(symbiose rhizobia-légumineuses), chapitre matériel et méthodes. Le dernier chapitre 

comporte les résultats obtenus et leurs discussions. 
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I-1. Fixation biologique d’azote  

 L’azote est l’élément chimique le plus abondant dans l’atmosphère terrestre. Il se 

trouve sous sa forme moléculaire normale diatomique N2 non assimilable par les plantes (Duc 

et al., 2010). 

Le cycle de l’azote (figure 1) est l’un des cycles biogéochimiques les plus complexes 

(Bockman et al., 1990 )..  

Un processus essentiel de l’entrée d’azote dans le cycle est la fixation biologique de 

l’azote atmosphérique (Doré et al., 2006). C’est une étape très importante qui fournit de 

l’azote utilisable pour la nutrition des plantes (Modigan et Martinko, 2007, Pedro, 2007). En 

effet La fixation biologique de l’azote est capable de restituer à la biosphère l’azote combiné 

perdu par le processus de dénitrification (Doré et al.,2016). 

 

 

Figure 1 : cycle de l’azote. ( https://www.aquaportail.com /définition -3927-cycle- de-l - 

azote. Html). 

 

https://www.aquaportail.com/
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I-2. Symbiose rhizobiums-légumineuses  

    La symbiose rhizobia-légumineuse est le résultat d’une interaction spécifique entre 

la plante et la bactérie du sol. Cette interaction commence par une communication entre ces 

deux partenaires grâce à des signaux moléculaires (Perret et al., 2000). En effet, la bactérie 

induit chez la légumineuse la formation d’un organe spécialisé sur les racines ou des tiges 

appelé nodule à l’intérieur duquel la bactérie, intracellulaire, se différencie en bacteroides 

capable de fixer l’azote atmosphérique en le réduisant en ammoniac (Gibson et al., 2008). 

Cette relation symbiotique continue à constituer le principal mécanisme biologique d’apport 

d’azote dans les écosystèmes de production agricole (Boddy et al., 2000)    

   I-2-1. Légumineuse 

            Les légumineuses représentent la plus grande famille d’Angiosperme. Cette famille 

est divisée en trois sous-familles Papillionoideae, Mimosoideae et Caesalpinioideae 

(Andrews, 2016). 

 Taxonomie des légumineuses 

Selon Quezel et Santa, (1962), la famille des légumineuses est classée comme suit : 

Règne :                                        Eucaryote 

Phylum :                                      Planta 

Sous règne                                   Végétaux (phanérogame) 

Embranchement :                        Spermaphytes (plantes à graines) 

Sous embranchement :                Angiospermes 

Classe :                                         Dicotylédones 

Sous classe :                                 Rosida 

Ordre :                                          Fabales 

Famille :                                      Leguminosae 

I-2-2. Rhizobia 

Les rhizobia sont des bactéries du sol, à Gram négatif, aérobies, non sporulantes, 

capables d’induire la formation des nodules chez les légumineuses. Invitro,les rhizobiums se 

présentent sous la forme de bâtonnets, mobiles (Duhoux et Nicole,2004). Ces bactéries 

symbiotiques, échangent des signaux moléculaires avec la plante hôte, qui lui confère les 

sucres. En contrepartie et le partenaire bactérien lesquelles réduit l’azote atmosphérique en 

ammoniac (Yaw Boakye et al., 2016). 

Classification des rhizobia 

      Actuellement les rhizobia sont repartis en 13 genres et 481 espèces selon : 
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 https://www.rhizobia.co.nz/taxonom/rhizobia 

o Rhizobium qui contient 111 espèces. 

o Mesorhizobium qui contient 46 espèces 

o Ensifer (formerly Sinorhizobium) contient 21 espèces. 

o Bradyrhizobium contient 38 espèces. 

o Burkholderia contient 120 espèces. 

o Azorhizobium contient 3 espèces. 

o Microvirga contient 16 espèces. 

o Phyllobacterium contient 11 espèces. 

o Ochrobactrum contient 18 espèces. 

o Methylobactérieum contient 52 espèces. 

o Cupriavidus contient 16 espèces. 

o Devosia qui contient 22 espèces. 

o Shinella qui contient 7 espèces. 

I-3. Processus de nodulation  

 L’établissement de la symbiose (figure 2)   entre les rhizobia et les légumineuses exige 

un contact moléculaire entre les deux partenaires (Baba Arbi, 2016). L’association 

symbiotique entre rhizobium et les légumineuses passe par plusieurs étapes : pré infection, 

infection, organogènes (Perry et al., 2004). 

 Le processus de nodulation est contrôlé par les gènes de la bactérie et de la plante 

légumineuse. Plusieurs phénomènes permettent l’expression des gènes : certains gènes sont 

activés qu’en présence de flavonoïdes synthétisée par la plante se processus passe par trois 

étapes (figure 2). 

https://www.rhizobia.co.nz/taxonom/rhizobia
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Figure 2 : Processus de nodulation rhizobium -légumineuses. (El-hilali, 2006). 

I-3-1. Pré infection  

L’interaction entre les légumineuses et le rhizobium commence dans la rhizosphère 

(Saoudi, 2008). En effets les rhizobiums sont attirés vers les poils racinaires par le phénomène 

de chimiotactisme par les flavonoïdes ou iso flavonoïdes (molécules signales). Ils produisent 

des facteurs nod, qui déclenchent le phénomène de nodogénèse. La reconnaissance et 

l’attachement des bactéries à la plante se fait à l’aide des facteurs de surface comme la 

protéine rhicadhésine, les polysaccharides capsulaires (CPS), les lipopolysaccharides (LPS) et 

les exo polysaccharides (EPS) (Baba Arbi, 2016). 

I-3-2. Infection 

Cette étape se résume à la pénétration des rhizobiums en différents points du système 

racinaire. Suite à la pénétration dans les poils absorbant. Les bactéries sont entourées par un 

filament d’infection, donc il va y avoir la formation d’un méristème nodulaire dans le quel 

rhizobiums entrent à travers le filament formé. Ce qui facilite la pénétration des rhizobiums 

aux couches les plus profondes (Baba arbi, 2016). 

 Deux types d’infection peuvent être distingués : soit elle commence entre les 

jonctions intercellulaires : Cas des nodules formés à la base des racines, soit elle démarre des 
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poils absorbants de la racine. Cas des légumineuses tempérées. Elle se passe en deux étapes : 

en premier lieu il va y avoir une initiation à l’infection et formation du cordon et en deuxième 

lieu la progression du cordon d’infection (Teillet, 2008). 

I-3-3. Organogénèse  

                Chez les légumineuses deux types de nodules sont distingués selon la présence ou 

l’absence du méristème (Teillet, 2008). Les cellules bactériennes subissent de profonds 

changements physiologique et morphologique une fois qu’elles sont dans le symbiosome 

(Mergaert et al., 2006) 

           La nitrogénase bactérienne est inhibée en présence de l’oxygène cependant , la le 

hémoglobine secrété autour des symbiosome , permet de protéger la nitrogénase vis-à-vis de 

l’effet toxique de l’O2 . (Ott et al., 2005). 

I-4. Facteurs influençant la fixation d’azote  

I-4-1. pH du sol  

            Les pH extrêmes influencent sur les deux partenaires (rhizobium et légumineuse). 

Cependant d’après Fitouri (2011), la majorité des légumineuses demande un pH neutre ou 

légèrement acides pour établir une symbiose efficace.  

           La solubilité des éléments minéraux et les troubles dans la nutrition minérale est causés 

par l’acidité élevée du sol qui influence d’une part sur le développement de la plante hôte et 

d’autre part l’efficience des rhizobiums qui provoque une diminution de la nodulation 

(Munns, 1977). 

I-4-2. Stress salin  

            La salinité affecte le processus d’infection (Paye Kapay 2006), le développement et le 

fonctionnement des nodules (Rao et al., 2002). En première lieu l’activité des nodules est plus 

sensible au stress salin que la nodulation (Payakapong et al., 2006). 

             La réduction de l’activité de fixation d’azote consiste à :  

                                     -Une réduction de la respiration. 

  -Une déformation de la structure du nodule. 

                                      -Une réduction de l’activité photosynthétique. 

I-4-3. Stress hydrique  

   Le stress hydrique est toujours présent lorsque la vitesse de transpiration de la plante 

dépasse celle de l’absorption en eau. Il se résume généralement par une réduction de la 

croissance, mais aussi des échanges gazeux et du métabolisme général de la plante (Tiliouine, 

2008). 
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La fixation symbiotique de l’azote atmosphérique par les légumineuses est très sensible au 

manque d’eau (Zahran,1999). 

 Le stress hydrique affecte la fixation symbiotique de l’azote à différents niveaux : 

La formation et la croissance nodulaire ; le métabolisme du carbone et de l’azote ; l’activité 

de la nitrogénase et la perméabilité nodulaire à l’oxygène (Aduirrealea et Sanchez-dgaz,1989 ; 

Sadowsky,2005). 

I-4-4. Stress thermique  

          Des températures trop fortes au niveau de la rhizosphère affectent l’infection des 

racines par les bactéries et la fixation symbiotique de l’azote chez plusieurs légumineuses. 

Certains travaux ont montré que les températures élevées retardent la nodulation et réduisent 

l’activité de la nitrogénase et la fixation symbiotique (Zahran,1999). 

         La température a un effet sur la symbiose et intervient dans le processus d’infection des 

poils racinaires. Elle peut également avoir un impact sur la survie des rhizobia dans le sol 

ainsi que sur la nodulation et la fixation d’azote (Graham et Yance2003). 

I-4-5. Métaux lourds  

        De point de vue biologique, on distingue deux types de métaux lourds : les métaux 

essentiels et les métaux toxiques   

        Les métaux lourds influencent négativement sur les microorganismes en affectant leurs 

croissances, leurs morphologies et leurs activités (Gusmao-Lima et al.,2005). Ainsi, ils 

réduisent la taille des populations de rhizobiums et affecte irréversiblement leurs croissances 

et leurs performance symbiotiques (Koomen et al.,1990). 

        Le Cd (cadmium) par exemple est l’un des métaux qui présente une forte toxicité sur la 

symbiose et sur le développement des deux partenaires (Pereira et al.,2006 ; Younis,2007). Il 

affecte la croissance et l’activité microbienne (Stan et al.,2011). 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 



                                                                                         Chapitre II : Matériel et Méthodes 

 

8 

I-Matériel biologique   

 Dans ce travail, nous avons utilisé 9 souches de rhizobia isolées de nodules racinaires 

de légumineuses des zones arides d’Algérie. Ces souches appartiennent à la collection du 

Laboratoire d’écologie Microbienne de l’Université Abderrahmane Mira de Bejaia .  

Bradyrhizobium cytisi CWT11 été également utilisée à titre comparatif. 

II- Méthodes  

II-1. Caractérisation culturale des souches  

 La forme, la couleur, la taille des souches étudiées sont déterminées sur milieu YMA 

(Annexe I). En effet à l’aide d’une anse de platine des souches de rhizobia étudies sont 

ensemencés dans des boites Pétri contenant le milieu YMA. L’incubation se fait à 28°C 

pendant 6 jours. 

II-2. Morphologie des bactéries  

 L’examen à l’état frais des souches permet de mettre en évidence leur forme ainsi que 

leur mobilité. En effet, après avoir homogénéisé la culture liquide YMB (Annexe I), nous 

avons pris une suspension bactérienne et déposé sur une lame et observé sous microscope 

optique au Grossissement 10*40 (Figure3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Coloration de Gram 

Permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne. Elle est utile pour 

distinguer les bactéries dites Gram+ et des bactéries dite Gram – (Tortora et al.,2003). 

 

 
Figure 3 :méthodes d’examen à l’état frais des souches étudiées. 
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Le test Gram a été effectué sur toutes les souches cultivées sur un milieu YMB et 

incubées à 28°C après l’apparition d’un trouble. 

La technique consiste à : 

➢ Préparer un frottis sur lame de verre ;  

➢ Fixer un frottis à la chaleur ; 

➢ Recouvrir la lame par un colorant basique (le violet de gentiane) et laisser agir pendant 

1minute ; 

➢ Verser sur la lame la solution iodée (Lugol) et laisser agir pendant 30 secondes ; 

➢ Rincer à l’alcool ; 

➢ Laver soigneusement avec l’eau pour arrêter l’action de l’alcool ; 

➢ Recolorer avec de la fuchsine et laisser agir 1minute ; 

➢ Laver à l’eau distillée ; 

➢ Egoutter la lame sur du papier absorbant ;  

➢ Observer sous microscope optique (Grossissement 10 ⃰ 100) en ajoutant une goutte d’huile à 

immersion. 

    II-3. Caractérisation biochimique des souches bactériennes par le test API 

20 NE 

              La galerie est un système standardisé pour l’identification des bacilles à Gram négatif 

non entérobactérie et non fastidieux. Elle comporte 20 micro-tubes, 8 tests conventionnels et 

12 tests d’assimilation contenant des substances déshydratées. La lecture des résultats se fait à 

l’aide du tableau III (Annexe III). 

     Préparation et inoculation de la galerie 

               Après avoir préparé les cultures des dix souches sur un milieu YMB, nous avons 

appliqué le protocole comme suit : 

     D’abord la répartition de l’eau distillée dans les alvéoles pour reconstituer les milieux ; 

  Remplir les cupules de la galerie par une suspension bactérienne à, l’aide d’une 

micropipette en évitant les bulles d’air ; 

  Nous avons inoculé les cupules suivantes : GLU, ARA, MNE, MAN, NAG, MAL, 

GNT, CAP, ADI, MLT, CIT, PAC en veillant à créer un niveau horizontal ou l’égerment 

convexe ; 
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   Concernant les trois tests soulignées GLU, ADH, URE, un remplissage de l’huile de 

paraffine a été ajouté pour former un ménisque convexe. 

                 Les cupules sont inoculées avec un milieu minimum et les bactéries se développent 

seulement si elles sont capables d’utiliser le substrat correspondant. Les galeries inoculées 

sont incubées à 28°C .  La lecture de ces réactions se fait à l’aide du tableau de lecture 

(Annexe III). 

  Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages 

colorés spontanés ou révélés par l’addition de réactifs comme dans le cas des deux tests NO3 

et TRP : 

    II-3.1. Test de Nitrate NO3 

  Ajoutée une goutte de chaque réactif Griess I (NIT1) et Griess II (NIT2) (Annexe II) 

dans la cupule . La lecture se fait après 5 minutes. 

                L’observation de la couleur rouge indique une réaction positive qui signifie la 

réduction de nitrate en nitrite. Le résultat incolore indique une réaction négative, ceci est 

synonyme d’absence de nitrite dans le milieu cela peut être dû à deux raisons : la bactérie n’a 

pas de nitrate réductase, ou elle a un nitrite réductase qui transforme les nitrites en azote 

atmosphérique. 

 Pour distinguer ces deux cas, il suffit juste d’ajouter une pincée de poudre de zinc. 

Cette poudre très réductrice, réduit en quelques minutes les nitrates en nitrites et la coloration 

rouge apparait. Les bactéries sont donc (nitrate-). Si aucune coloration apparait, ceci veut dire 

qu’il ne reste plus de nitrates dans le bouillon, donc la bactérie est (nitrate+ ; réductrice de 

nitrites en azote). 

II-3.2. Test de Tryptophane TRP 

 Ajouter une goutte de réactif de KOVACS (Annexe II), dans la cupule correspondante, 

la diffusion d’une couleur rose dans toute la cupule indiquant ainsi une réaction positive qui 

se traduit par la formation d’indole par la souche. 

 La fermentation de glucose se traduit par une couleur jaune, la même couleur est 

considérée positif concernant la présence de β galactosidase. L’orange, le rose ou le rouge est 

témoin d’une réaction positif dans le cas de l’arginine dihydrolase ainsi que l’uréase. 

                Concernant l’esculine qui est un hétéroside qui libère par hydrolyse, du glucose et de 

l’esculétine. Cette dernière produite lors de l’hydrolyse un précipité noir en présence du fer.                                         

Enfin le résultat positif dans le cas de la gélatine est révélé par la diffusion d’un pigment noir. 
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II-4. Caractérisation physiologique  

         Afin de caractériser les souches de rhizobia isolés des zones arides. Nous avons 

étudié l’effet du pH et du NaCl sur la croissance de ces souches.  

II-4.1. Effet du pH sur la croissance bactérienne  

          Les souches étudiées sont mises en culture dans des tubes contenant 5 ml de milieu 

YMB ajusté à des différents pH (4,5,6,7,8,9,10). 

           La croissance bactérienne est évaluée par lecture de la densité optique (DO) à 630 

nm, l’incubation sous agitation à 28°C pendant 6 jours. 

II-4.2. Effet du NaCl sur la croissance bactérienne  

 Les souches bactériennes sont mises en culture dans des tubes contenant 5 ml du 

milieu YMB, additionné de quantités croissante de NaCl (100, 200, 400, 500 mM). La valeur 

de la croissance est obtenue par lecture de la densité optique (DO) à 630 nm, Après incubation 

sous agitation à 28°C pendant 6 jours. 

  II-5. Analyse numérique 

 Pour estimer le degré de liaison et de regroupement des souches entre elles , les 

résultats de tous les caractères phénotypiques ont été soumis à une analyse numérique . En 

outre dans cette analyse , nous avons réalisé une matrice Tableau IV ( Annexe VI ) dans 

laquelle les variables sont codées (1) pour les variables positives ou présentes et (0) pour les 

variables négatives ou absentes . Nous avons réalisé une Classification Ascendante 

Hiérarchique (CAH) , qui permet de calculer les distances de similarité par le logiciel 

XLSTAT ( 2018 ) .  
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III-1. Caractérisation culturale  

Le tableau I résume l’ensemble des résultats de la caractérisation culturale des souches  

étudiées . 

 Ces résultats montrent que toutes les souches bactériennes cultivées sur milieu YMA ( 

photo 2 ) à 28°C forment des colonies de couleur blanche, de taille qui variée de 1 à 2 mm . 

 Certaines souches présentent des Exopolysaccharides comme les souches S2, S8, S9. 

  

 

 

Photo2 : Aspect des colonnes bactériennes étudiées sur milieu YMA 

 Tableau I : Caractérisation morphologique des colonies  

Les souches  EPS Couleur Transparence 

S1 Absence Blanche Translucide 

S2 Présence Blanche Opaque 

S3 Absence Blanche Translucide 

S4 Absence Blanche Translucide 

S5 Absence Blanche Translucide 
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S6 Absence Blanche Translucide 

S7 Absence Blanche Translucide 

S8 Présence Blanche Opaque 

S9 Présence Blanche Opaque 

Bradyrhizobium cytisi Absence Blanche Translucide 

 

III-2. Caractères cellulaires 

 L’observation microscopique à l’état frais des suspensions bactériennes, montre des 

cellules qui ont une forme bâtonnets aux extrémités arrondies et mobiles (Figure 4). La 

coloration a confirmé leur appartenance aux bactéries Gram négatif (Figure 5). En effet ces 

bactéries présentent un aspect réfringent dû à la présence de granules de poly β-

hydroxybutyrates confirmé par (Pedrosa, 1988). Ces critères correspondent à la description de 

rhizobia selon Jordan ( 1984 ) . 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

III-3. Caractérisation biochimique des souches bactériennes  

  Les résultats de 20 tests biochimiques réalisés sur neuf souches étudiées et une 

souche de référence Bradyrhizobium cytisi CTAW11 sont résumés dans le tableau II. 

 

Figure5 : Observation microscopique d’un 

frottis de bactérie Gram négatif 

(Grossissement 10*100). 

Coloration rose  

Figure4 : Observation microscopique 

d’une suspension bactérienne à l’état frais 

(Grossissement 10*40). 

Forme batônnets et mobiles  
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Tableau II : Résultats de la caractérisation biochimique. 

Tests 

 

souches 

N
O

3
 

T
R

P
 

G
L

U
 

A
D

H
 

U
R

E
 

E
S

C
 

G
E

L
 

P
N

P
G

 

G
L

U
 

A
R

A
 

M
N

E
 

M
A

N
 

N
A

G
 

M
A

L
 

G
N

T
 

C
A

P
 

A
D

I 

M
L

T
 

C
IT

 

P
A

C
S

 

S1 + - - + + + - - + + + + - - + + - - + - 

S2 + - - + + + - + + + + + - - + - - + + - 

S3 + - - + + + - - + + + + + + + - - + - - 

S4 + - - + + + - + + + + + + + + - - + + - 

S5 + - - + + + - + + + + + + + + - - - - - 

S6 + - - + + - - + + + + + + + + - - + - - 

S7 + - - + + - - + + + + + - - + - + + - - 

S8 + - - + + + - + + + + + + + + - + + - - 

S9 + - - + + + - + + + + + + + + - + + - - 

B cytisi + - - + + - - - + + + + - + - - - - - - 

 

- : Test négatif                                                        + : Test positif                                             

III-3-1. Résultats des tests conventionnels 

   Après ensemencement et incubation des galeries API 20 NE à 28°C pendant 6 jours, 

deux réactifs de Griess nitrate I et nitrate II ont été ajoutés à la cupule de NO3. Ces tests 

montrent que les neuf souches étudiées y compris Bradyrhizobium Cytisi CTAW11, 

possèdent la nitrate réductase et dépasse le stade nitrite. 

     Les résultats obtenus montrent que toutes les souches testées y compris la souche de 

référence ne produisent pas d’indole. Ce résultat confirme ceux obtenus par Boulila (2009). 

       Concernant le test de glucose, toutes les souches observées ne fermentent pas ce 

dernier ce qui confirme que les souches étudiées sont aérobies.   

    Le test de recherche d’enzyme Arginine dihydrolase est observé par toutes les 

souches y compris Bradyrhizobium Cytisi CTAW11. 
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            Toutes les souches testées y compris la souche de référence possèdent l’uréase en 

diffusant la couleur rose. 

  La couleur noire du test Esculine est expliquée par l’hydrolyse de l’esculine par le β-

glucosidase. Ceci a été observée pour toutes les souches sauf les souches S6, S7 et la souche 

de référence Bradyrhizobium cytisi CTAW11. 

     Le test de la gélatine est négatif pour toutes les souches. 

     La couleur jaune observé par toutes les souches y compris la souche de référence 

indique que ces dernières possèdent la B-galactosidase, contrairement aux souches S1, S3, 

Bradyrhizobium cytisi qui donne un milieu incolore ce qui explique que touts les souches 

utilise la voie oxydative.   

   III-3-2. Résultats des tests d’assimilations  

     Six sucres ont été utilisé : D-glucose, L-arabinose, D-mannose, D-mannitol, N-acétyl-

glucosamine et D-maltose. Les résultats obtenus montrent que toutes les souches étudiées 

assimilent le D-mannitol , le glucose et l’arabinose . Concernant l’assimilation de N-acétyl-

glucosamine, la majorité des souches l’assimile à l’exception des souches S1, S2, S7 et 

Bradyrhizobium cytisi CATW11. 

      Aucune assimilation d’acide caprique n’est observée par les souches à l’exception de la 

souche S1. L’absence d’assimilation d’acide adipique chez la majorité des souches y compris 

la souche de référence sauf les souches S7, S8, et S9.  Toutes les souches n’assimilent pas 

l’acide phenylacétique. 

  Les tests biochimiques réalisés sur les souches de rhizobia isolées des régions arides 

montrent une diversité de réponse traduisant une variabilité importante de leur équipement 

enzymatique (Kedjar, 2001., Bensaid,2002).   

 

Photo 3 : Caractérisation biochimique sur galeries API 20 NE (exemple de la souche 

S9). 
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III-4. Caractérisation physiologique   

 Dans cette partie, nous avons étudié l’effet du NaCl et du pH sur la croissance des 

rhizobia isolés des zones arides. Les souches ont été incubées sur milieu YMB. Les valeurs 

données représentent la moyenne des trois répétitions pour chaque test. 

III-4.1. Effet du pH  

Les résultats de L’effet du pH sur la croissance des souches étudiées sont illustrés dans 

la figure 6 . Ces résultats montrent que l’optimum de croissance de la plupart des souches 

testé se située entre pH 6 et 8 . Les souches 1,2 et la souche de référence Brady rhizobium 

cytisi présentent un optimum de croissance à pH 7.  

En outre, toutes les souches étudiées ne présentent aucune croissance à pH 10. Ces 

résultats nous permettent de constater que les souches étudiées préfèrent un pH neutre ou 

légèrement acide. 
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Figure 6 : Effet du pH sur les souches étudiées 

 Ces résultats sont eu contradiction de ceux de El hilali (2006) qui a montré que 

l’alcalinité est moins néfaste sur la survie des rhizobiums, la majorité des souches peuvent 

tolérer des pH allant jusqu’ à 9. En outre les travaux dAppunu et Dhar , ( 2006 ) ent montré 

que l’acidité du sol limite la fixation symbiotique de l’azote par limitation de la survie des 

rhizobia . 

III-4.2. Effet du NaCl 

Les résultats de l’effet du NaCl sur la croissance des souches de rhizobia , comparés 

au B. cytisi , sont illustrés dans la figure 7  
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Ces résultats montrent une variabilité de réponse vis-à-vis du NaCl. En effet, les 

souches 1,2 et la souche Bradyrhizobium cytisi présentent un optimum de croissance à 100 

mM de NaCl. Au–delà de cette concentration, la croissance des souches S1 et S2 diminue 

progressivement. 

 

 

 

Figure 7 : Effet du NaCl sur les souches étudiées 
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 Les souches 4,6 ,7 et 8 présent un optimum de croissance à 300 mM de NaCl, au-delà 

de cette concentration les souches subissent une diminution de leur croissance. Concernant la 

souche S3 , l’optimum de sa croissance est à 400 mM . 

            La croissance de la souche S5 augmente avec l’augmentation de la teneur en NaCl.  

            A la lumière de ces résultats, nous pouvons conclure que les souches S3, S4, S5, S6, 

S7 et S8 supportant une salinité au-delà de 300 mM. Ce résultat est très intéressants . En effet, 

ces souches seraient de bons candidats pour le projet de restauration des sols dégradés et 

salines des régions arides. 

 Certains travaux ont montré que la tolérance à la salinité chez les rhizobiums varie 

d’une espèce à une autre (Mandal, 2014). Le stress salin est une contrainte qui provoque la 

synthèse des exo polysaccharide des rhizobia qui sont utiles dans l’adaptation (Hung et 

al.,2005), d’autre rhizobia s’adaptent aux stress salins par l’accumulation intracellulaire des 

corps organiques de faible poids moléculaire appelés les osmolytes (Zahran, 1999). 

III-5. Analyse numérique des données  

 La caractérisation phénotypique des souches bactériennes a été basée sur 38 

caractères. Ces dernières ont été groupés et présentés dans le tableau IV (Annex VI).  Le 

dendrogramme établi par une classification ascendante hiérarchique (CAH) montre une 

diversité entre ces souches , ces souches sont réparties en deux principaux groupes A et B   

(figure 8 ). 
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Figure 8 : Classification Ascendante Hiérarchique des souches sur la base des données 

           Le groupe A est constitué des souches S2, S8, S9 qui partagent 14 caractères 

phénotypiques communs. En effet , elles se distinguent par leur capacité de réduire les nitrates 

et possèdent le ADH, URE, ESC, PNG, ARA et NAG. 

           

      Le groupe B est composé des souches S1, S3, S4, S5, S6, S7 incluant la souche de 

référence Bradyrhizobium cytisi. Ce groupe est lui-même subdivisé en deux sous-groupe B1 

et B2. Le sous-groupe B1 ne renferme qu’une seule souche c’est la S7.  

   Le sous-groupe B2 renferme les souches S1, S3, S4, S5, S6 et la souche de référence 

Bradyrhizobium cytisi . La souche 1 très proche de la souche de référence Bradyrhizobium 

cytisi. 
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Conclusion  

 L’étude phénotypique des souches basée sur les caractères morphologique, 

biochimiques et physiologiques, suivi par une analyse numérique a montré une diversité au 

sein de cette population. 

 La caractérisation culturale et cellulaire montre que toutes les souches sont des 

colonies blanches , opaques ou translucides. Ces souches sont de forme bâtonnée , mobiles , à 

Gram négatif . Ces critères correspondent à la description des rhizobia selon Jordan ( 1984 ) . 

 La caractérisation biochimique montre une diversité parmi ces souches .  

 L’étude de l’effet du pH sur la croissance de ces souches montre que l’optimum de 

leur croissance se situe entre pH 6 et 8 . 

 L’effet du NaCl sur la croissance de ces souches montre que certaines souches comme 

S3 , S4 , S5 , S6 , S7 et S8 pourraient être  de bon candidat pour le projet de restauration des 

sols salins et ou dégradés des zones arides. En effet ces souches supportent une salinité de 300 

mM voire même 400 mM pour S4 .  

 L’analyse numérique des caractères phénotypiques permet de distinguer deux groupes 

Le premier est constitué des souches S2, S8, S9, tandis que le deuxième renferme S1, S3, S4, 

S5, S6, S7 et B. cytisi .  

En perspective, il est souhaitable : 

        -d’enrichir cette collection par d’autres souches   provenant de différentes régions arides 

d’Algérie . 

        - d’élargir cette étude par d’autres paramètres.  

        - réaliser des tests sur la plante et sur champs. 
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Annexes 

Annexe I : Composition des Milieux de Cultures. 

Yaest – Mannitol Broth (YMB) (Vincent, 1970). 

Mannitol ………………………………….. ..10 g 

Extrait de levure …………………………… 0,4 g 

K2HPO4…………………………………….. 0,5 g  

MgSO4, 7H2O ……………………………….0,2 g 

NaCl………………………………………….0,1 g 

Eau distillée qsp…………………………..1000 ml 

pH ajusté à 6,8 

Yaest – Mannitol Agar (YMA) (Vincent, 1970). 

Mannitol ………………………………….. ...10 g 

Extrait de levure …………………………… 0,4 g 

K2HPO4…………………………………….. 0,5 g  

MgSO4, 7H2O ……………………………….0,2 g 

NaCl………………………………………….0,1 g 

Agar…………………………………………...15 g 

Eau distillée qsp…………………………..1000 ml 

pH ajusté à 6,8 

Annexe II : Composition des réactifs 

Réactif de Griess I (Nitrate I) 

Acide parasulfanilique………………………….8 g 

Acide acétique 5N……………………………….11 
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Réactif de Griess II (Nitrate II) 

α-naphtylamine .................................................6 g 

Acide acétique 5N……………………………….11 

Réactif de Kovacs 

Alcool amylique………………………………...5 g 

Paradiméthylamino-benzaldéhyde…………....75 ml 

HCl Pur………………………………………..25 ml 

Annexe III : 

Tableau III : Composition de la galerie API 20 NE 

TESTS COMPOSITION 

ACTIFS 

QTE  

(Mg/cup.) 

REACTIONS/ENZYMES RESULTATS 

NEGATIF POSITIF 

NO3 Potassium nitrate 0,136 Réduction des Nitrates en 

Nitrites 

Incolore  Rose - Rouge 

Réduction des Nitrates en 

Azote 

Rose  Incolore  

TRP L-tryptophane 0,2 Formation d’indole 

(TRyptoPhane) 

Incolore 

Vert pale / 

jaun 

Rose 

GLU D-glucose 1,92 Fermentation (GLUcose) Bleu à vert  Jaune  

ADH L-arginine 1,92 Arginine DiHdrolase Jaune Jaune 

URE Urée 0,76 UREase Jaune Orange /rose/ 

ESC Esculine 

Citrate de fer 

0,56 

0,072 

Hydrolyse (β-glucosidase) 

(ESCuline) 

Jaune Orange/rose/ 

rouge 

GEL Gélatine 

(Origine bovine) 

0,6 Hydrolyse(protéase)(GELa

tine) 

Pas de 

diffusion  

Gris/marron /

noir 

PNPG 4-nitrophényl-β D 

galacopyranoside 
 

0,22 
 

β-galactosidase (Para-

NitroPhényl- βD-

Galactophyranosidase) 

Incolore  Diffusion du 

pigment noir 

GLU D-glucose 1,56 Assimilation (GLUcose) Transparence Jaune 
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ARA 

MNE 

MAN 

NAG 

 

MAL 

GNT 

 

CAP 

ADI 

MLT 

CIT 

PAC 

L-arabinose 

D-mannose 

D-mannitol 

N-acétyl-

glucosamine 

D-maltose 

Potassium 

gluconate 

Acide caprique 

Acide adipique 

Acide malique 

Trisodium citrate 

Acide 

phénylacétique 

1,4             

1,4 

1,36 

1,28 

 

1,4 

1,84 

 

0,78 

1,12 

1,56 

2,28 

0,8 

Assimilation 

Assimilation 

Assimilation 

Assimilation 

 

Assimilation 

Assimilation 

 

Assimilation 

Assimilation 

Assimilation 

Assimilation 

Assimilation  

Transparence 

Transparence 

Transparence 

Transparence 

 

Transparence 

Transparence 

 

Transparence 

Transparence 

Transparence 

Transparence 

Transparence 

 

Trouble 

Trouble 

Trouble 

Trouble 

 

Trouble 

Trouble 

 

Trouble 

Trouble 

Trouble 

Trouble 

Trouble 

 

Annexe VI : 

La moyennes des différents tests effectués 

Tableau VI : La moyenne des DO obtenue aux différents pH 

Souches 4 5 6 7 8 9 10 

S1 0,070 0,073 0,110 0,115 0,064 0,015 0,009 

S2 0,335 0,386 0,372 0,419 0,412 0,360 0,020 

S3 0,062 0,067 0,126 0,072 0,019 0,023 0,023 

S4 0,215 0,242 0,161 0,077 0,282 0,035 0,011 

S5 0,102 0,135 0,143 0,088 0,147 0,038 0,010 

S6 0,162 0,119 0,179 0,121 0,234 0,058 0,020 

S7 0,064 0,051 0,111 0,071 0,194 0,075 0,014 

S8 0,465 0,399 0,588 0,449 0,730 0,091 0,027 

S9 0,367 0,334 0,422 0,379 0,588 0,054 0,030 

Bradyrhizobium cytisi 0,240 0,158 0,097 0,204 0,147 0,036 0,022 
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Tableau V : La moyenne des DO obtenue aux différentes concentrations de NaCl  

Souches 100 200 300 400 500 

S1 0,066 0,011 0,032 0,036 0,058 

S2 0,076 0,070 0,027 0, 034 0,029 

S3 0 ,017 0,019 0,036 0,075 0,037 

S4 0,074 0,096 0,076 0,073 0,073 

S5 0,030 0,052 0,054 0,065 0,068 

S6 0,017 0,042 0,072 0,032 0,013 

S7 0,052 0,021 0,066 0,044 0,016 

S8 0,032 0,016 0,060 0,039 0,018 

S9 0,040 0,016 0,013 0,033 0,075 

Bradyrhizobium cytisi 0,061 0,028 0,035 0,053 0,035 

 

Tableau IV : matrice des caractères phénotypiques  

 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 Bradyrhizobium cytisi 

NO3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

TRP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

GLU 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

ADH 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

URE 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

ESC 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 

GEL 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

PNG 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 

ARA 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 

MNE 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 

MAN 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

NAG 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 

MAL 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 

GNT 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

CAP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

ADI 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

MLT 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 

CIT 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 

PACS 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

PH 4 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 

PH 5 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 

PH 6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

PH 7 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 

PH 8 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 

PH 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

PH 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

100mM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

200mM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

300mM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

400mM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

500mM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

C rose 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
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Forme 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Mobilité 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Gram n 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Flagelle 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

EPS 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 

 



Résumé  

 9 souches bactériennes ont été isolées des légumineuses des zones arides ont fait 

l’objet d’une caractérisation phénotypique à travers une étude morphologique, biochimique et 

physiologique suivie d’une analyse numérique. Les résultats montrent que toutes les souches 

sont mobiles, Gram –. Les tests biochimiques montrent une diversité de ces souches . Les 9 

souches étudiées ainsi la souche de référence Bradyrhizobium cytisi présentent un optimum de 

croissance entre pH 7 et 8 . Ces également montrent que les souches S3 , S4 , S5 , S6 , S7 et 

S8 supportent une salinité allant jusqu’à 300 mM .  L’analyse numérique montre la présence 

de deux groupes ou le premier possède des souches S2, S8, S9 et le deuxième composé des 

souches S1, S3, S4, S5, S6, S7. 

Mots-clés : Zones arides, caractérisation phénotypique, croissance, tolérance, 

bradyrhizobium cytisi. 

Abstract 

9 bacterial strains isolated from an arid zones legume were subjected a phenotypic 

characterization through a morphological, biochemical and physiological study followed by a 

numerical analysis. The results show that all strains are mobile, Gram -. Biochemical tests 

show a diversity of these strains .  the strains studied thus the reference strain Bradyrhizobium 

cytisi present on optimum of growth between pH 7 and 8 , these also show that strains S3 , S4 

, S5 , S6 , S7 and S8 supporting salinity up to 300 mM . Numerical analyses shoe the presence 

of two groups where the first one possesses strains S2, S8, S9 and the second consists of 

strains S1, S3, S4, S6, S7. 

Key words: Arid zones, phenotypic characterization, growth, tolerance, Bradyrhizobium 

cytisi    

  

 


