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Introduction

Introduction

L’Algérie présente un climat méditerranéen relevant des étages bioclimatiques
humide, subhumide et semi-aride. Elle se caractérise par une grande diversité de
legumineuses spontanees et cultivées (FAO, 2006).

Dans un contexte de sol pauvre en azote, les légumineuses sont intéressantes car elles
ont la capacité de realiser une symbiose fixatrice d'azote atmosphérique avec les bactéries
rhizobiums du sol (Corre-Hellou et al., 2006).

Les légumineuses développent des nodules sur leurs racines, dans lesquelles les
bactéries réduisent I'azote atmosphérique en ammoniac disponible pour la nutrition azotée de
la plante. Cette symbiose présente des intéréts environnementaux et agronomiques puisqu’elle
permet de réduire la consommation d’engrais chimiques azotés.

L’azote favorise 1’utilisation des hydrates de carbone, stimule le développement et
’activité racinaire, facilitant ainsi I’absorption des autres é1éments minéraux et la croissance
des plantes. Il est essentiel pour la synthése des enzymes de la photosynthese. Les plantes
absorbent 1’azote sous forme de nitrates (NOs-) et d’ammonium (NH4+) (Vincent, 2002).

Les bactéries nodulant les légumineuses (B.N.L.) comprenant plusieurs espéces
notamment le genre Bradyrhizobium qui sont des bactéries du sol a Gram négatif. Ces
bactéries endosymbiotiques ont une signification scientifique et agronomique profonde due a
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 (Somasegaran et Hoben,
1994).

Toutefois, la symbiose rhizobia-légumineuses semble étre trés sensible aux facteurs de
I’environnement a savoir le pH, la sécheresse, la salinité. Ces facteurs peuvent étre liés aux

conditions de culture, a la plante hote ou a la bactérie elle-méme (Zahran, 1999).

Les bactéries du genre Bradyrhizobium nodulant Cytisus villosus d’Algérie et qui présentent
un intérét environnemental, ont fait [’objet d’une caractérisation génotypique et
phylogénétique. A travers cette étude, nous envisageons d’étudier ’effet du pH, de la
température et de la salinité sur la croissance de ses bactéries, afin de sélectionner

d’éventuelles souches adaptées a la salinité et a des températures éleveées.



Introduction

Cette étude rentre dans le cadre de projet de recherche de laboratoire d’écologie
microbienne qui étudié la possibilité d’utilisation des especes rhizobiums nodulant les

Genisteae dans la restauration des sols pauvres et degradés.
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1. Fixation d’azote

La plus grande partie de I’atmosphére, 78% en volume, est constituée d’azote (N, ou
diazote) un gaz incolore et inodore (Hopkins, 2003). Cet élément est essentiel pour toutes formes
de vie. Dans le sol, les quantités d'azote assimilable par les plantes sont faibles ainsi cet élément
constitue souvent avec le manque d’eau et de phosphate un principal facteur limitant la croissance
des vegetaux (Cleland et Harpole, 2010).

L'azote est I'élément constitutif de la plante le plus important aprées le carbone. Il peut
représenter jusqu’a 7% de la matiere séche et parfois beaucoup plus a certaines périodes du cycle
vegétatif (Tourte et al., 2005). L’azote favorise chez les végétaux I’utilisation des hydrates de
carbone, stimule le développement et I’activité racinaire, favorisant ainsi I’absorption des autres
éléments minéraux et la croissance des plantes (Babo, 2002).

Les micro-organismes qui fixent 1’azote atmosphérique sont tous des micro-organismes
diazotrophes tels que Azotobacter, Klebsila, cyanobacteries, et quelques mycetes lévuriformes
(Tourte et al., 2005).

L’azote atmosphérique est fixé par voie chimique, artificielle et industrielle ou par voie

naturelle et biologique.

A. Fixation industrielle

L’industrie utilise le procédé Haber-Bosch pour briser le lien dans le diazote et le convertir
en ammoniac, ce qui necessite environ 500 et 450 bar et il faut I'équivalent de 2 & 3 tonnes de
pétrole pour produire une tonne d'engrais azoté par ce processus.

Environ 10 a 40 millions de tonnes d'ammoniac sont fabriquées chaque année par ce
procédé. L'ammoniac produit peut étre utilisé directement ou converti en nitrates tels que nitrate
de sodium (NaNOs3) ou nitrate d'ammonium (NH;NO3).

La moitié de I'engrais azoté utilisée en agriculture est absorbée par les plantes cultivées. Le

reste est absorbé par d'autres plantes ou lessivé (Peret, 2007).

B. Fixation biologique

La fixation biologique de N2 est une activité microbienne aussi importante pour le
maintien de la vie sur le globe terrestre que la photosynthése. Environ 175 millions de tonnes
d’azote atmosphérique sont réintroduits annuellement dans le cycle de la vie par la fixation
biologique (Roger, 1996).

La fixation biologique de I’azote reléve uniquement du domaine des procaryotes,
simplement parce qu’ils possedent un complexe enzymatique, nommeé nitrogénase, qui catalyse la

réduction de I’azote en ammoniac (Hopkin, 2003).
3
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Dans le cycle de 1’azote certains micro-organismes transforment 1’azote atmosphérique en
ammoniac (fig. 1).

L’apport de nitrate (NO3’) dans les sols, source principale d’azote pour les plantes, est
réalisé par oxydation de I’ammonium (NH,") en nitrite (NOy) puis en nitrate par des bactéries
chimiolithotrophes (Nitrosomonas et Nitrobacter) selon un processus nommé nitrification
favorisé par un sol bien aéré processus aérobie (Hopkin, 2003), les deux étapes sont illustrées par
les réactions suivantes :

Nitrosomonas

NH4+ > NO,
lon ammonium lon nitrite
Nitrobacter
NO, » NOj3
lon nitrite lon nitrate

La dénitrification qui appauvrit les sols en nitrate est rendu possible par certaine bactéries
du genre (Pseudomonas, Thiobacillus) en condition anaérobie, ces bactéries réduisent les nitrites
en oxyde nitreux et en azote moléculaire, qui s’échappent vers I’atmosphére extérieure
(Pujic, 2009).

{actinorhizes ot nodules
de Idgumincuses)

Bactéries fixatrices d'azote (Iibres)
Arotobacter

Figure 1 : Cycle de I’azote simplifié pour les écosystémes terrestres (Pujic, 2009).
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Les micro-organismes fixateurs d’azote (diazotrophes) sont classiquement répartir en deux

groupes : les fixateurs libres et les fixateurs symbiotiques.

»> fixateurs libres
On trouve des bactéries de ce type surtout dans les prairies ; elles sont en forte concentration
dans la rhizosphére (Tortora et al., 2003). Ce groupe appartient a des bactéries aérobies et
anaérobies, ainsi que des représentants des bactéries phototrophes (Rhodospirillum, Chromatium,
Chlorobium et Rhodomicrobium) et des cyanobactéries, en particulier celles qui forment des
hétérocystes (Nostoc, Anabaena, Tolypothrix, Cylindrospermum, Colothrix, Rivularia) (Richter,
1993). Certains fixateurs libres dont Azospirillum, Azotobacter ont été décrits comme formant
de véritables associations avec les racines de plantes (EImerich, 1993).
Les associations vont de la plus simple multiplication bactérienne a la surface de la racine

a la colonisation des espaces intracellulaires (Dobereiner et al., 1995).

> fixateurs symbiotiques
La fixation de I’azote par des bactéries symbiotiques introduit chaque année dans les cycles
biologiques 120 millions de tonnes d’azote, soit plus du double de I’apport di aux bactéries libres
(Davet, 1996).
D’un point de vue environnemental et agronomique la symbiose la plus importante est
I’association des rhizobiums aux légumineuses (Dénarié, 2000).
La forme la plus commune d’association symbiotique provoque la formation sur la racine
(ou parfois sur la tige) de la plante héte de structures multicellulaires hypertrophiées nommees
nodules (Hopkins, 2003).
Dans les nodules des non légumineux, le symbionte est une bactérie filamenteuse
(Frankia) qui fait partie du groupe des actinomycétes. Un petit nombre d’associations
symbiotiques qui ne provoguent pas de formations de nodules ont été étudiées, comme

I’association de la plante Azolla avec la cyanobactérie Anabaena (Hopkins, 2003).
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2. Rhizobia

Les rhizobia sont des bactéries, a gram négatif, aérobie, non sporulant. Elles se présentent
sous la forme de batonnets de 0.5-0.9um de largeur sur 1.2-3um de longueur. Ils sont
généralement mobiles grace a un seul flagelle polaire ou par deux a six flagelles péritriches. Les
rhizobia forment des colonies incolores, blanche ou de couleur créme, sur le milieu de cultures
classique (YMA) contenant de I’extrait de levure, du mannitol et des sels minéraux (Duhoux et
Nicole, 2004).

D’aprées (Somasegaran et Hoben, 1994), on distingue trois groupe de rhizobia, le premier
comporte les rhizobia a croissance rapide qui produisent une turbidité dans le milieu liquide en 2-3
jours. Le deuxiéme est le groupe de rhizobia a croissance moyenne les Mesorhizobium qui
produisent une turbidité dans le milieu liquide dans 3-4 jours. Le troisieme est le groupe de
rhizobia a croissance lente les Bradyrhizobium qui produisent un trouble dans le milieu liquide

dans 4-5 jours.

2.1. Taxonomie des rhizobia

« Rhizobia » est un terme qui a été donné aux bactéries du sol qui rentrent en symbiose
principalement avec des plantes de la famille des légumineuses (O’Hara et al., 2002). En formant
des nodosités sur les racines dont lesquelles ils réduisent 1’azote atmosphérique en ammoniac. La
formation de nodule est contrdlée par des molécules de signal bactériens, appelées des facteurs
Nod, qui sont reconnus par la plante hote. (Lerouge et al., 1990 ; Schultze et Kondorosi, 1998).

L’introduction de la taxonomie numérique et de la technique moléculaire ont permis de
décrire de nouveaux genres et de nouvelle especes de bactérie capables de noduler les
legumineuses (Zakhia et de Lajudie, 2001).

Les rhizobia appartiennent au Domaine Bacteria, au phylum Protobacteria. Ils se
répartissent en 13 genres comportant 98 especes validées par ICSP Subcommittee on the
taxonomy of Rhizobium and_Agrobacterium. Ces espéces phylogénétiqguement intercalés parmi

de nombreux autres genres et espéces bactériennes a I’intérieur des a- et des B-Protéobactéries.

Ces genres sont :
- Rhizobium qui contient 49 espéces.
- Mesorhizobium qui contient 21 espéces.
- Ensifer autrefois Sinorhizobium contient 17 especes.
- Bradyrhizobium contient 9 especes.
- Burkholderia contient 7 espéces.
- Azorhizobium contient 2 especes.


http://edzna.ccg.unam.mx/rhizobial-taxonomy/
http://edzna.ccg.unam.mx/rhizobial-taxonomy/
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- Microvirga contient 3 especes.

- Phyllobacterium contient 3 espéces.

- Ochrobactrum contient 2 especes.

- Methylobactérieum contient 1 espéce.
- Cupriavidus contient 1 espece.

- Devosia qui contient 1 espece.

- Shinella qui contient 1 espéce.

Cette classification est loin d’étre définitive d’aprés (Weir, 2016). Il est important de noter
que cette derniére a été compilée a partir des résultats présentés a la 14émé conférence de la
fixation de 1’azote australienne, et la banque de données NCBI (National Center for Biotechnology
Information) et le site web LPSN (http://www.rhizobia.co.nz/taxonomy/rhizobia.html).

En Algérie, les travaux de (Boulila et al., 2009) et (Ahnia et al., 2014), ont montré que les
bactéries endosymbiotiques nodulant Retama sp et Cytisus villosus de 1’ Algérie appartiennent au

genre Bradyrhizobium.

L’arbre phylogénétique basé sur les génes de ménages montre 3 groupes Bradyrhizobium
sp nodulant Cytisus villosus d’Algerie. Le premier groupe proche de Bradyrhizobium japonicum,
le deuxieme groupe proche de Bradyrhizobium canariense et le dernier groupe complétement
différent de toutes les espéces décrits dans le genre Bradyrhizobium.

Ces trois groupes sont complétement différents de Bradyrhizobium isolés de Cytisus
villosus du Maroc (Chahboune et al., 2012).
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Figure 2 : Arbre phylogénétique NJ basé sur I’alignement de 1300 pb de séquences
nucléotidiques des génes ginll, recA and atpD. Les valeurs de bootstrap aux points

de branchement sont > 65%. Les isolats de Cytisus sont indiqués en gras (Ahnia et
al., 2014).
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3. Legumineuses

De nombreuses légumineuses constituent une source majeure de protéines et d’huiles
végétales et de nombreuses espéces constituent des ressources en fourrage (luzerne, tréfle), bois
(palissandre), aliments (soja, haricot, arachides) (Saoudi, 2008). Elles constituent une famille
cosmopolite des zones froides aux zones tropicales (Graham et Vance, 2003). On y trouve des
arbres, la plupart exotiques, voire des lianes, mais surtout de nombreuses espéces herbacées
vivaces ou annuelles (Guignard et al., 2005). Souvent volubiles et grimpantes, soit par
enroulement soit grace a des vrille. La famille des légumineuses comprend plus de 700 genres et
pres de 20 000 especes (Lewis et al., 2005). La plus grande partie des légumineuses, 88% des
especes étudiées, interagissent avec des rhizobia pour former des nodules fixateurs d’azote (de
Faria et al., 1989 ; Hirsch et al., 2001). De ce fait, les légumineuses sont parmi les plantes les plus
étudiées (Patriarca et al., 2004 ; Stacey et al., 2006).

3.1. Taxonomie des légumineuses

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

Reégne : Eucaryote

Phylum : Planta

Sous regne : Végétaux (phanérogames)
Embranchement : Spermaphytes (plantes a graines)
Sous embranchement : Angiosperme

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Rosidae

Ordre : Fabales

Famille : Leguminosae

En se basant sur la forme florale, cette famille est divisée en trois sous-familles, deux sont
monophylétiques  (Papilionoideae, Mimosoideae) et la troisieme est paraphylétique

(Caesalpinoideae) (Guignard et Dupont, 2005).

a. Caesalpinoideae

Ce sont majoritairement des arbres ou des arbustes tropicaux ou subtropicaux. Leur fleur
irréguliere posséde 5 pétales non différenciés et des étamines visibles extérieurement tel que arbre
de Judée (Judd et al., 2001).
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b. Mimosoideae

Cette sous famille est constituée de 62 genre et environ 2500 espéces qui sont présentent
principalement dans les foréts tropicales et subtropicales (young et al., 2003). Les plantes de
Mimosoideae sont caractérisées par leurs petites fleurs réguliéres (actinomorphe) entassées,
généralement en épis ou de tétes qui ressemblent a une pom-pom tel que Mimosa et Acacia (white,
2010).

c. Papilionoideae

Cette appellation est due a la forme de la corolle qui se présente sous forme de "papillon”
(Guignard et Dupont, 2005). La majorité des especes sont herbacées ; leur fleur est irréguliére
composés de 5 pétales : un étendard, deux ailes et deux pétales partiellement fusionnés en une
caréne (Judd et al., 2001). C’est une sous famille qui renferment plus de deux tiers des espéces et
inclus presque toute les légumineuse économiquement importante (sprent, 1995). Elles renferment
les especes cosmopolites et compte 11300 especes reparties en 440 genres regroupés en 31 tribus
(Dhane fitouri, 2011). Parmi cette sous famille, on compte la tribu de Genisteae qui présente une
grande signification écologique dans les pays méditerranéens car elles colonisent les foréts
dégradé et caractérisent les paysages des régions en deforestation (Lograda et al., 2009). Il existe
plusieurs genres appartenant a cette tribu : genre Retama, genre Genista, genre Lupinus, genre

Spartium et le genre Cytisus qui a fait I’objet de notre travail.

3.2. Genre Cytisus

Ce sont des arbustes ou arbrisseaux épineux ou non, a floraison abondante, en générale a
feuilles trifoliolées de couleur jaune. On reconnait a ce genre six especes: C. purgans, C.
linofolius, C. fontanesii, C. villosus, C. monspessulanus, C. arboreus (Quezel et santa 1962).

Cytisus villosus est un arbrisseau de 1 a 1,5 m dresse, robuste a rameaux allongés. Les
jeunes rameaux sont couvert de poils ; feuilles pétiolées, a folioles obovales, couvertes sur les
deux faces de poils appliqués, ne noircissant pas par dessiccation ; fleurs latérales , en grappes
feuillées sur les rameaux anciens ;pédicelles égalant a peu pres le calice ; calice a poils étalés-
dressés, allongés, tubuleux, a levres divariquées, la supérieure a dents obtuses, peu courbées en
dehors, fleures jaune (fig. 3), gousse de 25-30mm ; sur 5-6, a valves convexes, noir, trés velue-

soyeuse (Quezel et Santa,1962).
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Figure 3 : Plante de C. villosus (Ahnia, 2014).

3.3. Intérét des légumineuses

Les Iégumineuses tiennent une part trés importante des travaux accomplis dans des domaines aussi
divers que I’agronomie, la génétique entomologie, la phytopathologie et la physiologie (Baudoin
et al., 2001).

> Intérét environnemental

De nombreux travaux ont démontré le pouvoir des légumineuses dans la restauration, la
revégétalisation des milieux dégradés et la fertilisation des sols pauvres (Lograda et al., 2009). Ce
pouvoir est rendue possible grice a I’association symbiotique entre les rhizobia et les
légumineuses (Zahran, 2009). qui constituent d’excellentes lignes de brise-vent et ralentissent la
progression des dunes de sable (Ferry et al., 1990).

Ces légumineuses contribuent a la réduction de 1’émission de gaz a effet de serre a travers
la diminution de I’utilisation des engrais azotés, qui contribuent a la fois aux émissions de CO; et
de N,O (Rispail et al., 2010).

Les legumineuses ligneuses, telles que Acacia, Leucaena, Mimosas pouvant fixer des
quantités énormes de N, (jusqu’a 600 kg /hectare/an) sont utilisées en agroforesterie (Sprent et
Parsons, 2000). D’autres comme le lupin, la glycine, les Cytisus ou Genista peuvent étre utilisées
comme plantes ornementales (Franche et al., 2009).

Retama spherocarpa joue un réle majeur dans la revégétalisation et la fertilisation des sols
des zones arides et semi-arides grace aux associations symbiotiques avec les rhizobia (Boulila et
al., 2009).

> Intérét alimentaire
De nombreuses especes cultivées appartiennent a la famille des Légumineuses. Elles
constituent une source trés importante de protéines et de lipides dans lI'alimentation humaine
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et animale (Journet et al., 2001). Elles constituent un apport de protéines peu colteux mais

néanmoins important (18% a 30% de la graine séche) (Baudoin et al., 2001).

> Intérét économique

Les légumineuses sont utilisées comme aliments, gommes, teintures, résines, huiles et
nombreux bois de construction (Wathman, 1967). La réduction de la fertilisation azotée et
I’amélioration des colts et bilans énergétiques sont aujourd’hui un objectif commun a plusieurs
filieres dans la perspective, non seulement d’améliorer une compétitivité économique, ou de
réduire des impacts environnementaux, mais surtout de développer des biocarburants (Pinochet et
al., 2006).

> Intérét médical
La famille des Iégumineuses fournit de tres nombreuses drogues, recherchées pour divers
principes. Ces drogues existent surtout chez les especes appartenant a la flore des zones arides ou
semi-aride (Chopra et al., 1960). Selon une récente enquéte ethnobotanique dans la région Nord-
Est de la Lybie, Retama est utilisée pour le traitement de I’hypertension (Ishurda et al., 2004). Et
des troubles gastro-intestinaux. Elle était couramment utilisée pour le traitement traditionnel de
certaines maladies rénales et comme plantes guérisseuses pour le contrdle du diabéte et de la
phytothérapie (Magherani et al., 2005).
En Algerie Retama a été utilisée contre le rhumatisme, les pigdres de scorpion et blessures,

sous forme d’infusion, tisanes, poudres ou compresses (Ould el hadj et al., 2003).

4. Symbiose rhizobia-légumineuses

La symbiose rhizobia-légumineuse est le résultat d'une interaction hautement spécifique
entre la plante et la bactérie. A la suite de mécanismes complexes de reconnaissance entre les deux
organismes, via un dialogue moléculaire. Par conséquent, la bactérie induit chez la légumineuse la
formation sur les racines d'un organe spécialisé appelé nodule, a l'intérieur duquel cette bactérie,
intracellulaire, se différencie en bactéroide capable de fixer I'azote atmosphérique en le réduisant
via le complexe nitrogénase, en ammonium (Perret et al., 2000 ; Gibson et al., 2008). Certaines
legumineuses sont également capables de former des nodules sur les tiges, appelés nodules
caulinaires (Giraud et Fleischman, 2004).

La symbiose entre les rhizobia et les légumineuses est facilitée par l'interférence
moléculaire qui a lieu dans la rhizosphere (Terefework, 2002). L'interaction plante — rhizobia est
hautement spécifique. Une espece bactérienne n'affecte et nodule qu'un nombre défini d'espece

végétale, néanmoins le degré de spécificité est variable selon la souche bactérienne et la plante
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hote (Debellé et al., 2001). En terme général, les nodules sont le résultat d’infection des racines

par les bactéries et le processus est appelé nodulation (Brewin et al., 1992).

4.1. Intérét de la symbiose rhizobium légumineuses

Afin de répondre aux exigences des enjeux economiques actuels et celle d’une agriculture
non polluante, un grand intérét est porté sur 1’étude des micro-organismes fixateurs d’azote
associés aux légumineuses justifié par le faible cout de la production des « inoculum » souches
pures et performantes de rhizobia et les caractéristiques adaptatives et agronomiques des
symbioses qu’elles réalisent avec les 1égumineuses (Morot-Gaudry, 1997).

La symbiose rhizobia-légumineuse avec sa capacité remarquable élevée de fixer I’azote
atmosphérique, représente la solution pour I’accroissement de la production alimentaire dans les
diverses régions de monde. Ainsi elle fournit la plus grande quantité en azote biologique qui est
toujours > 100kg d’azote / hectare / an dans les systémes d’exploitation agricole (O’Hara, 2002).

Donc, la symbiose rhizobia-légumineuse peut contribuer considerablement a
I’accroissement de la productivité agricole, a 1’économie d’engrais colteux en devise et en énergie
(Neyra, 1997). Elle permet également d’améliorer la structure et la fertilité¢ du sol (Janati, 1990).

Elle contribue aussi a la maintenance et la restauration de la fertilité des sols, a la
réhabilitation de terre dégradées et a la limitation de la pollution des nappes phréatiques par les
nitrates (Neyra, 1997). Ainsi, qu’a la dépollution des sites contaminés par des déchets toxiques

organiques et non organiques (métaux lourds) (Cindy et al., 2006).

4.2. Processus de la nodulation
Le processus d’infection et de formation des nodules (fig. 4) se fait en plusieurs étapes ; la pre-
infection, I’infection et la formation des nodules, le fonctionnement des nodules et une phase de

dégénérescence (Sanchez et al., 1991).

» Pré infection
L’étape préliminaire de I’interaction entre la plante et la bactérie débute dans la
rhizosphére, la plante permettant la croissance des bactéries de maniere sélective (Savka et al.,
2002). Les rhizobia sont attirés vers les poils racinaires par une large gamme de substances,
principalement par les phénylpropanoides exsudés par la racine (Kape et al., 1991).

> Infection
L’infection consiste en la pénétration des rhizobiums en différents points du systeme
racinaire (Hopkins, 2003). On distingue deux types d’infection : la voie intracellulaire et la voie

intercellulaire.
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Au cours de I’infection intracellulaire, la pénétration de la bactérie est facilitée par la
courbure du poil racinaire qui crée une zone confinée dans laquelle la bactérie est entourée par la
paroi végétale. Un cordon d’infection est initi¢ a partir de ce point par hydrolyse de la paroi
(Mateos et al., 2001). Invagination de la membrane végétale et production de matériel pariétal par
la plante (Gage et Margolin, 2000; Gage, 2004).

Le cordon d’infection est une structure tubulaire qui croit a I’intérieur de la cellule et dans

laguelle la bactérie prolifére (Van Brussel et al., 1992).

» Formation et développement du nodule

Ce processus de formation se traduit par une forme sphérique et un état de différenciation
identique pour toutes les cellules. Dans le cas des espéces a nodules de type indéterminé, la zone
méristématique est persistante ce qui se traduit par une forme allongée (Timmers et al., 1999).
Toutes les cellules du cortex ne se divisent pas, ce qui semble indiquer que la susceptibilité de ces
cellules pourrait étre liée a un statut particulier, notamment une modification de la concentration
en hormones (Mathesius et al., 2000). De maniere concomitante, les cellules voisines développent
des cordons de pré infection, constitués de ponts cytoplasmiques alignés de fagon radiale (Van
Brussel et al., 1992). Ces structures guident la croissance des cordons d’infection en direction du

primordium nodulaire en formation.
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Figure 4 : Formation d’un nodule (Tortora et al., 2003).
4.3. Substances responsables de la nodulation

» Flavonoides

L’interaction symbiotique déclenchée sous la responsabilité des flavonoides qui sont libérés

par les racines des légumineuses et réorganisé par les facteurs Nod des rhizobia (Boukli, 2006).

Différents composés phénoliques sont inducteurs des génes nod. lls jouent un rdle majeur dans le

processus infectieux. Ils stimulent chez les rhizobiums la synthese de facteurs Nod spécifiques qui

activent les processus symbiotiques de I’hdte nécessaire a I’infection des poils radiculaires et au

développement du nodule (Harley et al., 2010).

> Facteurs Nod

L’identification du signal Nod, qui lance le dialogue moléculaire entre les légumineuses et

leur rhizobia, est une étape essentielle dans la nodulation. Les signaux Nod, qui sont généralement

connus sous le nom de facteurs Nod sont des molécules lipochitooligosaccharidiques (Terefework,

15



Chapitre | Synthese bibliographique

2002). Ces facteurs a des concentrations minimales peuvent déclencher des réponses symbiotiques
chez la plante telles que la déformation des poils radiculaires, la division corticale des cellules et la
formation de nodule primordial. La biosynthése et la sécrétion des facteurs Nod sont I’expression
de génes de nodulation ou les genes nod ABCD qui codent pour la synthése du noyau
lipooligosaccharide de tous les facteurs Nod, et les génes hsn qui codent pour les diverses
substitutions des facteurs Nod (Debellé et al., 2001). La longueur et la saturation des composants
de substituts d’acides gras du noyau lipooligosaccharide, le type et la position des divers substituts

sur les facteurs Nod, jouent un rdle crucial dans la spécificite (Terefework, 2002).

4.4. Facteurs influencent la symbiose rhizobiums-Légumineuse

La survie des rhizobiums dans le sol, la formation des nodosités et la fixation de 1’azote
atmosphérique sont des processus trés sensible a 1’action directe d’un certain nombre de facteurs
de I’environnement. En effet, plusieurs facteurs tels que la composition physico-chimique du sol
peuvent interférer avec les processus d’infection ou de nodulation, ou encore influencer 1’activité
fixation de I’azote aprés symbiose (Collavino et al., 2005 ; Kinkema et al., 2006). Cependant, en
Algérie ce processus naturel est affecté par plusieurs contraintes abiotiques parmi lesquels le stress
hydrique, le stress salin et les variations de température (Merabet et al., 2006 ; Boulila, 2009 ;
Amrani et al., 2010 ; Boukhatem et al., 2012).

a. Stress thermique

La température a un effet sur la symbiose et intervient dans le processus d’infection des
poils racinaires, la différenciation de la bactérie au sein du nodule, la structure et le
fonctionnement nodulaire. Elle peut également avoir un impact sur la persistance des rhizobia
dans I’inoculum durant son stockage, leur survie dans le sol ainsi que sur la nodulation et la
fixation d’azote (Graham, 1992).

La plupart des rhizobia se développe entre 28° et 31°C et sont généralement incapable de
se multiplier a 37°C et en dessous de 10°C. Des souches de rhizobia isolées de Lupinus luteus
capables de s’adapter a des fortes températures pouvant atteindre 45°C ont été décrites (EI hillali,
2006). Une température élevée des sols pourrait donc contribuer a la présence de souches non
ineffectives dans les sols (Segovia et al., 1991). Ainsi induire un retard de la nodulation ou limiter

celle-ci a la partie profonde du sol, ou les températures sont moindres (Domergue, 2006).
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b. Stress salin

Dans les zones arides et semis arides, les contraintes salines s’associent souvent au déficit
hydrique, pour limiter la production des espéeces végétales chez les légumineuses, cet effet est
d’autant plus perceptible que la fixation symbiotique de 1’azote atmosphérique est tres sensible a
la contrainte saline. La salinité affecte la multiplication et la survie du rhizobia dans le sol et la
rhizosphére, inhibe le processus d’établissement de I’infection rhizobienne entrainant une
diminution du nombre des nodules, réduit leur contenu en léghemoglobine, diminue 1’activité de
la nitrogénase, altere la diffusion intra nodulaire de 1’oxygéne et modifie le statut ionique (Ben
Khaled et al.,1999).

c. Effet du pH

Les pH extrémes affectent les deux partenaires symbiotiques. La majorité des
légumineuses nécessitent un pH neutre ou légerement acide pour établir une symbiose efficiente
dans le sol (Bordeleau et Prévost, 1994).
L’acidité élevée du sol, influence la solubilité des éléments minéraux et provoque des troubles
dans la nutrition minéral ce qui affecte d’une part le développement de la plante hote, et d’autre
part D’efficience des rhizobiums et engendre par conséquent une diminution de la nodulation.
Alors que le pH alcalin du sol a un effet négatif sur la disponibilité de certains minéraux tels que

le fer et le manganese autant pour le rhizobium que pour la plante hote (Dhane Fitouri, 2011).
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1. Présentation du matériel biologique
Cette étude porte sur la caractérisation physiologique de 4 souches appartenant a la
collection du Laboratoire d” Ecologie Microbienne. Ces souches sont représentatives d’une
collection obtenue des nodules racinaires de Cytisus villosus de la région cétiere de Bejaia
(Ahnia et al., 2014). Elle sont identifiées comme appartenant au genre Bradyrhizobium .
Les souches choisies pour cette étude sont consignées dans le (tableau I) qui comporte

également des souches références, utilisées dans cette étude.

Tableau I: Souches utilisées dans cette étude.

Souches Plante —hote Source
CTO1
CTO55 Cytisus villosus
CTS8 d’Algérie Ahnia et al., 2014
CTS57
B. cytisi CTAW11 Cytisus villosus du Maroc Chahboune et al., 2012
B. japonicum USDAG6 | Glycine max Jordan, 1982
B.canariense BTA-1 Chamaecytisus proliferus Vinuesa et al., 2005
B. elkanii USDA76 Glycine max Kuykendall et al., 1992

2. Méthodes

2.1. Revivification des souches étudiées y compris les souches références.
Les différentes souches ont été repiquées sur des boites de Pétri contenant le milieu

Y.M.A (annexe 01). L’incubation est réalisée a 28°C pendant 6 a 8 jours.

2.2. Caractéres morphologiques et culturaux

Dans le but de déterminer les caractéres culturaux des souches étudiées, nous les avons
ensemencés sur des boites Pétri contenant le milieu YMA. Les colonies obtenues apres 6 a 8
jours d’incubations a 28°C ont été étudiées selon la forme, 1’aspect, la couleur, 1’opacité,
I’élévation, la taille et la présence d’exopolysaccharides (EPS).

La forme, la mobilité, et la présence des poly B-hydroxybutyrates (PHB) des bactéries

ont été determinées par observation au microscope photonique (grossissement 100) a 1’état
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frais d’un frottis bactérien préparé a partir d’une colonie agée de 6 jours. Le test Gram est
pratiqué selon la méthode classique de microbiologie.
2.3. Préparation des pré cultures

Des pré cultures des souches étudiées y compris les souches de reférences ont été
préparés a partir des cultures obtenues sur milieu YMA par mise en suspension de colonies
dans des tubes contenant 5 ml d>’YMB (annexe 01). Les tubes sont ensuite incubés a 28°C

pendant 6 jours.

2.4. Préparation des cultures
Des cultures ont été préparées dans des flacons contenant 100 ml d’YMB a partir des

pré cultures. Ensuite ces cultures ont été incubées a 28°C pendant 6 jours.

3. Caractérisation physiologique

Les souches ont subi une série de tests physiologiques impliquant plusieurs facteurs
abiotiques afin d’évaluer I’effet du pH, la température et de la salinité sur leur croissances.
Pour tous les tests, les milieux sont inoculés par 10° cellules bactériennes dénombrées sur
cellule Malassez. L’évaluation de la croissance est estimée par mesure de la densité optique a

une longueur d’onde A= 620 nm.

3.1. Effet du pH sur la croissance
L’¢étude de I’effet du pH sur la croissance des souches bactériennes a été réalisée sur
milieu YMB ajusté a des pH allant de 4 a 12. L’incubation se fait & 28°C pendant 6 jours.

Trois répétitions sont réalisées pour chaque pH.

3.2. Effet de la température sur la croissance

L’effet de la température sur la croissance des souches a été¢ étudié¢ sur milieu YMB
dont le pH a été ajusté a 6,8. Apres inoculation, les tubes sont incubés pendant 6 jours a des
températures allant de 24°C, 26°C, 28°C, 30°C, 32°C, 34°C, 36°C et 38°C. Trois répétitions

ont été réalisées pour chaque température.
3.3. Effet du NaCl sur la croissance

L’effet de la salinité sur la croissance des souches a été déterminé sur milieu YMB
dont le pH a été ajuste a pH 6,8. Des quantités croissantes de NaCl sont additionnees : 0, 100,
200, 300, 400, et 500 mM. Les cultures sont incubées a 28°C pendant 6 jours. Trois

répétitions ont été realisées pour chaque concentration.
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4. Analyse numérique des données de la caractérisation physiologique et
morphologique
L’analyse des caractéres phénotypiques permet de calculer le coefficient de similitude

des souches selon la formule de Snearth et Collins (1974).

Cs = (A+C) / (A+B+C) x 100

Cs : coefficient de similitude entre deux souches.
A > nombre de tests positifs communs aux deux souches.
B : nombre de tests différents entre deux souches.
C : nombre de tests négatifs commun aux deux souches.

Le calcule permet de comparer les souches deux a deux. Les résultats de 1’étude des
caracteres morphologique et physiologique ont été convertis en une matrice pour un

traitement numérique grace au logiciel XL-STAT-Pro version 7.5.2.

Les variables qualitatives sont codées « 1 » pour le positif ou présent et « 0 » pour
négatif ou absent. La classification ascendante et hiérarchique (CAH) a permis de classer les

souches par degré de ressemblance en allant des plus proches aux plus éloignées.

Le calcul des distances euclidiennes indique I’indice de ressemblance entre les
souches. Parmi les différents types d’analyse numérique qui réveélent la structure
taxonomique, la plus utilisée est I’analyse des clusters (groupe d’échantillon ou de souches),
sous forme d’un diagramme ramifi¢ similaire & un arbre ou dendrogramme ou plus les

branches sont proches, plus les groupes de souches sont similaires.
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1. Description morphologique
Cette description concerne les caractéres morphologiques des colonies, et les

caracteres cellulaires des souches étudier y compris les souches de références.

1.1. Caractérisation morphologique des colonies

Les isolats cultivés sur milieu YMA a 28°C forment des colonies au bout de 6 jours.
Certaines souches produisent des exopolysaccharides telles que CTO1, CTO55, les autres
non. Le diameétre des colonies varie de 0.5 a 3mm, ces colonies sont opaques, circulaires,
bombées, de couleur allant du beige au blanc (fig. 5). Cette description concorde avec celle
donnée par Jordan (1982,1984), et confirme celle donné par (Ahnia, 2015) sur le genre

Bradyrhizobium.

Figure 5 : Aspect des colonies sur milieu YMB.

1.2. Caractérisation cellulaire des isolats

L’observation microscopique d’une suspension bactérienne, montre des batonnets aux
extrémités arrondis (fig. 7). La coloration de Gram a confirmé leur appartenance aux bactéries
Gram négatif (fig.6). Ces résultat sont en accord avec la description donnée pour les

bradyrhizobium isolés par (Vinuesa et al., 2005).
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Figure 6 : La coloration de Gram

Figure 7 : Aspect des cellules bactériennes sous microscope optique x40.

2. Caractérisation physiologique
Dans cette partie, nous avons étudiée I’effet de quelques paramétres tels que ; le pH, la
température et le NaCl sur la croissance des rhizobia isolées de nodules racinaire de Cytisus

villosus.

2.1. Effet du pH sur la croissance des souches testées
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Figure 8 : Effet du pH sur la croissance des souches testées.
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Les résultats de 1’effet du pH sur la croissance des souches sont présentés sur la (fig. 8).

Ces résultats montrent que les souches sont plus sensibles a 1’alcalinité qu’a 1’acidité.

En effet, toutes les souches ont une bonne croissance a pH 4. Les souches de
Bradyrhizobium sp nodulant Cytisus d’Algérie sont différentes de Bradyrhizobium Cytisus du
Maroc qui ont un optimum de croissance a pH 7. Aucune croissance n’a été observée a partir
de pH12.

Les résultats obtenus concordent avec ceux obtenus par Sanchez-Canizares et al.
(2011). En effet, ces derniers ont isolé des souches de Bradyrhizobium nodulant Lupinus
mariae-josephie, qui ont une bonne croissance situé entre pH 4 et pH 8. Il a été rapporté que
la majorité des rhizobiums peuvent tolérer des pH allant jusqu’a 9 (Jordan, 1984 ; Zerhari et
al., 2000 ; Maatallahet al., 2002). Il a été rapporté par Raza et al. (2001) que les souches de

rhizobia ont une trés bonne croissance dans une large gamme (pH 4 a pH 10).

D’apres, Correa et Barneix (1997), la résistance aux pH acide ou alcalin n’est pas
corrélée avec le temps de croissance des souches et la capacité de produire des substances

alcalinisantes ou acidifiantes du milieu.

2.2. Effet de la température sur la croissance des souches testées
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Figure 9 : Effet de la température sur la croissance des souches testées .

Les resultas obtenus (fig. 9 ) montrent une variabilité du comportement des isolats de

Cytisus villosus vis-a-vis de la temperature. En effet la majorites des souches montre une
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croissance entre 24°C a 30°C avec un optimum de croissance entre 26°C et 28°C pour toutes
les souches. Certaines d’entre elles résistent au dela de cette limite et leur croissances
perssiste méme a 36°C, tel que Bradyrhizobium isolé par Chahboune et al.( 2012), et qui

nodule Cytisus villosus du Maroc.

Ces résultats sont également en accord avec ceux de Graham (1992) et Zahran(1999),
qui ont rapporté que les rhizobia sont des bactéries mésophiles pouvant se développer a des
températures se situant entre 10°C et 37°C et que la température optimale de croissance a

environ de 28°C.

Les souches isolées de Cytisus d’Algérie sont plus sensibles a partir de la température
34°C comparees aux souches de reference particulierement celles isolées de Cytisus villosus
du Maroc. Il a été rapporté que les températures élevées engendrent la déshydratation et la
dénaturation des enzymes de la voie metabolique des bactéries. Par contre les basse
température entrainent la gélification de 1’eau cellulaire et 1’inactivation par fois irriverssible
des enzymes (Cloutier et al., 1992). Les travaux de Cloutier et al.(1992), ont montré la
capacité des rhizobia a 1’adaptation au choc thermique ce qui pourrait etre expliqué par

I’induction de I’expréssion des protéines de stress thermique HSP (Heat Shock Proteins).

Maatallah et al. (2002), ont signalé que la tolérance des rhizobia a la température n’est
pas corrélée avec la température du site de prélevement. Cependant, la température optimale
de la fixation d’azote d’une espece bactérienne est généralement corrélée avec la température

de I’habitat de cette espéce (EI Hilali, 2006).

Il a été ainsi rapporté que les températures critiques de la fixation d’azote sont de 30°C
pour le tréfle et le pois (Michiels et al., 1994). De 30°C a 33°C pour le haricot (Piha et
Munns, 1987), et varient entre 35°C et 40°C pour les graines de cacahuétes et de soja (Michiel
et al.,1994).
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2.3. Effet du NaCl sur la croissance de souches testées
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Figure 10 : Effet du NaCl sur la croissance des souches testées.

L’étude de I’effet du NaCl sur la croissance des souches (fig. 10), montre que toutes
les souches presentent le méme comportement vis-a-vis du NaCl. En effet 8 0 mM toutes les
souches ont une bonne croissance. A partir de 100 mM la croissance des souches diminue
pour s’annuler & 200 mM pour la plus part des souches, alors que, CTOL1 semble avoir un
comportement different des autres souches. En effet sa croissance reprend entre 300 et 400
mM, ceci pourrait étre expliqué par une adaptation a la salinité. Le caractére halophile de

CTOL1 pourrait étre intéressant pour la restauration des sols salins.

Ces résultats confirment ceux trouvés par (Jordan. 1982, Vinuesa et al., 2005, Chang
et al., 2011, Chahboune et al., 2011, 2012, Wang et al., 2012, Guerroug et al., 2013). En effet,
la croissance de la plupart des rhizobia particulierement les bradyrhizobiums tels que B. cytisi,
B. refens, B. japonicum, B. canariense, B. arachidis, B. lablabi, B. retama est affectée dans

un milieu de culture contenant 100mM de NaCl.

Cependant d’autre travaux indiquent que certaines especes de Bradyrhizobium telles
que B. dagingense, B. betae, B. huanghuaihaiens, présentent une bonne croissance a 1% de
NaCl (Zhang et al., 2011, Wang et al.,2012), tandis que certaines souches de Sinohizobium
meliloti peuvent proliférer entre 300 et700 mM voire a 800 mM de NaCl. Ce caractére
halophile a été également signalé chez les isolats d’Acacia, de Prosopis et de Leucaena qui

tolerent une concentration de NaCl entre 500 et 800 mM (Tilak et al., 2005). 1l a été rapporté
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que chez les rhizobia, le stress salin est une contrainte qui provoque la synthése des

exopolysaccharides, qui sont utiles pour 1’adaptation (Hung et al., 2005).

En outre,

d’autre rhizobia s’adaptent aux stress salin par [’accumulation

intracellulaires des corps organiques de faible poids moléculaires appelés les osmolytes ou

osmoprotecteurs (Zahran, 1999).

3. Analyse numerique des données de la caractérisation morphologique et

physiologique.

L’analyse numérique a éte établie a partir 28 caractéres. Le calcule de coefficient de

similitude a permis de classer les souches en fonctions de leurs ressemblances (tableau I1).

Tableau 11 : coefficient de similitude inter-souches étudiées.

Les résultats montrent que les souches de Bradyrhizobium isolées de Cytisus villosus
d’Algérie sont différentes des autres souches de : B. cytisi, B. elkanii, B. japonicum, et B.

canariense. Il est a noter que, CTOL est la plus proche de B. japonicum (91,9), comme I’a

CTS8 100
CTS57 79,5 100
CTOI 79,5 83,6 100
CTO55 79,5 83,6 83,6 100
Bjap 73,5 75 75 100
Belk 66,7 66,2 66,2 83,9 73 100
Beyt 79,5 67,3 67,3 67,3 75 83,9 100
Bcan 79,5 67,3 83,6 83,6 83,9 83,6 100
CTS8 | CTS57 | CTOIl | CTO55 | B.jap B.elk B.cyt B.can 100

montré 1’étude phylogénétique et génotypique de Ahnia et al. (2014).
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Figure 11 : Dendrogramme de la CAH de 4 souches de rhizobia isolées de cytisus villosus de
la région cétiere Ouest de Bejaia, et de 4 souches référence, B. cytisi, B. elkanii, B.

japonicum, B. canariense.

Les tests physiologiques et morphologiques sont convertis en une matrice (Annexe 3)
qui a permis d’établir une classification ascendante hiérarchique CAH. Les résultats obtenus
de cette analyse montre que les 4 souches testées y compris les souches références sont
groupées en deux branches ; La branche I, regroupe B. cytisi et B. elkanii, la branche 11, elle-
méme se divise en deux cluster A et B. Le cluster A est composée de CTO55, CTS57, CTS8,

et le cluster B se compose de B. japonicum, B. canariense et la CTO1.

Ces résultats confirment ceux obtenus par ’analyse phylogénétique de Ahnia et al.
(2014). En effet B japonicum et CTO1 sont similaires et ont presque le méme comportement
vis -a -vis les caractéres étudiés. CTS8, CTS57, et CTO55 sont différents des autres espéces

étudiés.
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Conclusion et perspective

Dans ce travail nous avant réalisé une caractérisation des isolats bactériennes nodulant

Cytisus villosus a travers plusieurs caracteres cellulaires, morphologiques et physiologiques.

Les caractéres morphologiques et cellulaires répondent aux criteres des rhizobia connu

dans la littérature.

Les caractéres physiologiques ont révelé une diversité de réponse vis-a-vis des facteurs
abiotiques testés a savoir le pH, la température et la salinité. La plupart des souches y compris
les souches de référence présentent une bonne croissance entre pH 4 et pH 8, et pour certaine
allant jusqu’a pH 9. Ces souches présentent également une bonne croissance entre 24°C et
30°C avec un optimum a 28°C pour certaines souches. Pour la salinité, la croissance des
souches est diminueée & partir de 100 mM. CTO1 est la seule souche qui présente une
croissance entre 300 et 400 mM. Ceci pourrait étre exploité dans la restauration des sols

salins.

En perspective, il serait intéressant d’élargir cette caractérisation sur d’autre rhizobia

isolées de Cytisus et autre Genisteae des régions arides et semi-arides.
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Annexes

Annexe 1

I-Milieux de culture utilisés pour la culture des rhizobiums

1. Composition du milieu YMA (Vincent, 1970)

Mannitol........oooiiii i, 10g
Extraitde levure ..o, 0,4g
K2HPOA. ..., 0,59
MgSO4, TH20 ... ..o 0,29
NACH. . o, 0,1g
AGAT. 159
Eaudistillée................... 1000ml

Ajusté a un pH =6,8

Stérilisé a120°c pendant 20 min

2. Composition du milieu YMB (Vincent, 1970)

Mannitol ... 10g
Extrait de leVUTIE . ...unn e, 0,49
K2HPOA . ..o, 0,59
MQSO4,7TH20.. ..o, 0,29
NACL. e, 0,1g
Eaudistillée...........coooiiiii 1000ml

Ajusté a un ph =6,8

Stérilisé a120°c pendant 20 min



Annexe 2

Moyenne des Do des différents tests effectués

1. la moyenne des Do obtenue aux différentes températures

Annexes

Température 24°C | 26°C |28°C |30°C |32°C |34°C |36°C 38°C
(°C)

CTS8 0,177 0,375 0,332 | 0,316 | 0,064 | 0,052 | 0,053 0,003
CTS57 0,32 0,429 |0,468 | 0,273 | 0,158 | 0,002 | 0,001 |0
CTO1 0,185 | 0,419 |0,453 |0,210 | 0,125 | 0,020 | 0,003 0,001
CTO55 0,170 |0,274 |0,312 | 0,270 | 0,157 | 0,065 | 0,042 | 0,004
B-japonicum 0,160 | 0,434 | 0,470 | 0,280 |0,153 | 0,29 |0,005 |0,003
B-elkanii 0,174 | 0,404 |0,440 |0,228 | 0,135 | 0,24 0,12 0,007
B-cytisi 0,159 | 0,241 |0,280 |0,226 | 0,133 | 0,120 | 0,21 0,009
B-canariense 0,120 |0,158 | 0,380 |0,156 | 0,150 |0,12 |0,013 0,005
2. La moyenne des Do obtenue aux différents pH

pH 4 5 6 7 8 9 10 11 12
CTS8 0,555 | 0,481 | 0,260 | 0,274 |0,254 |0,171 | 0,105 |0,051 |0,024
CTS57 0,649 | 0,427 | 0,459 | 0,271 | 0,320 | 0,373 | 0,220 | 0,167 | 0,039
CTO1 0,549 | 0,496 | 0,397 | 0,356 | 0,509 | 0,450 | 0,249 |0,126 |0,013
CTO55 0,430 | 0,357 | 0,254 | 0,211 | 0,406 |0,165 |0,104 |0,0470 | 0,019
B-japonicum | 0,495 | 0,381 | 0,442 | 0,371 | 0,461 | 0,256 | 0,158 | 0,121 | 00,05
B-elkanii 0,384 | 0,412 | 0,484 | 0,506 |0,277 |0,159 |0,122 | 0,085 | 0,045
B-cytisi 0,115 | 0,363 | 0,404 | 0,508 | 0,424 | 0,204 |0,218 | 0,057 | 0,036
B-canariense | 0,527 | 0,419 | 0,496 | 0,365 | 0,241 | 0,165 | 0,104 | 0,092 | 0,046




Annexes

3. La moyenne des Do obtenue aux différentes concentrations de NacCl

NaCl(Mm) OmM 100mM 200mM | 300mM 400mM 500mM
CTS8 0,255 0,025 0,054 0,020 0,016 0,009
CTS57 0,355 0,219 0,030 0,018 0,014 0,010
CTO1 0,347 0,099 0,026 0,083 0,070 0,017
CTO55 0,335 0,150 0,058 0,029 0,025 0,013
B-japonicum | 0,607 0,018 0,020 0,031 0,023 0,011
B-elkanii 0,527 0,273 0,023 0,018 0,006 0,003
B-cytisi 0,145 0,073 0,020 0,041 0,025 0,008,
B-canariense | 0,300 0,025 0,014 0,025 0,023 0,015
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Annexes 3

matrice des caractéres morphologique et physiologique codés, pour 1’analyse

Tableau 1 :

ascendante hiérarchique (CAH).

B.can

B.cyt

B.elk

B.jap

CTO55

CTOI

CTS57

CTS8

FRM

MBL
APC
CLR
EPS
T24
T26
T28
T30
132
T34
136
T38

PH4
PH5
PH6
PH7
PH8
PH9

PH10
PH11

PH12

OmM

100mM

200mM

300mM

400mM

500mM




Résumé

Notre travail est porté sur la caractérisation physiologique des bactéries
endosymbiotiques a intérét environnemental. En effet, dans cette étude, un total de 4 souches
représentatives d’une collection de Bradyrhizobium isolées a partir des nodules racinaires de
Cytisus villosus, ont subi une caractérisation physiologique a savoir ’effet du pH, de la
température et de la salinité sur leur croissance. Les résultats montrent que ces souches sont
capables de pousser sur une large gamme de pH et de température. Cependant le NaCl affecte

cette croissance.

Mots clés : caractérisation, symbiose, Bradyrhizobium, Cytisus villosus.

Abstract

Our work is focused on the physiological characterization of endosymbiotic bacteria in

environmental benefits.

Indeed, in this study, a total of 4 representative strains from a collection of
Bradyrhizobium isolated from root nodules of Cytisus villosus have a physiological

characterization namely the effect of pH, temperature and salinity on their growth.

The results show these strains are able to grow over a wide range of pH and

temperature. However NaCl affects growth.

Key words: characterization, symbiosis, Bradyrhizobium, Cytisus villosus.
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