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N INTRODUCTION

Les ressources en azote de la planéte sont pratiquement illimitées gréce au réservoir
atmosphérique (N). Pourtant I’azote est, aprés I’eau, le principal facteur limitant la croissance
des végétaux. En effet, pour étre utilisable par les végétaux, I’azote doit étre sous forme
minérale (NH," et NOs), ce qui peut se réaliser par deux voies : la voie industrielle de

synthese des engrais azotés et lavoie de la fixation biologique (REVELLIN, 2012).

Selon LANSING et al.(2003), I’utilisation d’engrais azotés a pour conseguence
inévitable, I’augmentation de la teneur en nitrate des eaux, ce qui peut ére la cause de
problémes respiratoires chez les nouveaux nés, de contribuer ala production de nitriteset ala
formation des nitrosamines cancérigénes. En outre, les plantes qui ont grandi dans des sols a
haute teneur en nitrate peuvent accumuler ce dernier jusqu'a des concentrations nuisibles pour
les animaux. Les engrais peuvent affecter la structure et la fonction de la communauté

microbienne.

La fixation biologique de I'azote prédomine de loin sur la planéte Terre : elle produit
deux fois plus d’azote que la fixation non biologique et 3 a 4 fois plus que le procédé
industriel Haber Bosch qui permet notamment de fabriquer les engrais chimiques azotés, mais
avec de grands colts énergétiques et des colts environnementaux dus aux émissions de
carbone. (HO, 2013).

Elle est aussi identifiée comme une voie possible de limitation des émissions de gaz a
effet de serre par les systémes, d’une part par I’absence d’usage de carburants fossiles pour la
fourniture d’azote assimilable et d’autre part par I’absence d’émissions de N,O au cours du
dével oppement de la culture de fabaceae ; ala différence des plantes recevant une fertilisation
de synthése industrielle (GERMON, 2013).

L es micro-organismes fixateurs d'azote symbiotiques vivant dans (ou sur) les tissus ou
les racines des fabaceae de certaines herbacées et céréaes, contribuent de maniére
significative a la fixation biologique d’azote. Le meilleur exemple connu est celui de
Rhizobiumqui vit en association avec des fabaceae. La plupart des sols contiennent ces
bactéries, mais leurs populations ne sont pas suffisantes ou fonctionnelles pour former des
associations efficaces avec les cultures. Dans de tels cas, les organismes doivent étre

introduits artificiellement dans le systéme. Cela se fait généralement par enrobage des
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semences avec des bactéries ("inoculum”) avant le semis (JEFFERY et al., 2013). Cette
fixation symbiotique injecte approximativement dans les agro- systemes 40 millions de
tonnes de nitrogéne par an (UDVARDI et POOLE, 2013).

Les fabaceae sont souvent utilisées dans les rotations culturales pour augmenter la
teneur en azote des sols via la FBA. La fixation de l'azote par les micro-organismes
symbiotiques peut atteindre 30 a 300 kg d'azote par hectare et par an (JEFFERY et al., 2013).
En Algérie, la culture des fabaceae alimentaires a un intérét national car leurs grains
constituent une source protéique de qualité et a bas prix pour une large couche de la
population (BOUDJENOUIA et al.,2003). Laluzerne occupe une superficie trés réduite parmi
ces cultures; par contre dans les régions sahariennes, elle constitue la premiére culture
fourragere et occupe la plus importante place. Cette espece est trés utilisée dans I’alimentation
du cheptel Saharien (CHAABENA et ABDELGUERFI, 2001).

L’inoculation de la Luzerne avec des souches efficaces est une approche alternative a
I'amélioration de la productivité a long terme de la Luzerne. Le nombre et I'efficacité de ces
souches dépendent du type de sol, du systeme d'utilisation des terres (peuplement de luzerne,
lesterres arables) et dela plante hote. Pour cette raison, I”utilisation des inoculums rhizobiens
avec des souches hautement efficaces est nécessaire pour I’élévation de la production de
luzerne. Des expériences sur le terrain ont montré que le poids sec des pousses augment de
42-77% aprés inoculation, tandis que la quantité d'azote fixé augment de 35% (DELIC et al.,
2016).

L’optimisation des avantages de I’inoculation des fabaceae avec les rhizobia dépend de
lasurvie de celles-ci dans le sol. Les souches de Sinorhizobium pourraient étre utilisés sur les
sites stressés comme inoculum pour promouvoir la croissance des plantes fabaceae
(ABOLHASANI et al., 2010).

L’objectif de notre étude est d’étudier la réponse adaptative des souches
Rhizobiennes isol ées de |a luzerne cultivée (Medicago sativa) et du mélilot ( Melilotus indica)
provenant de différentes zones agricoles des deux régions: Ouargla et El Oued, face aux
conditions pédoclimatiques ( températures, salinité, pH et résistance aux antibiotiques), puis
sélectionner les souches qui résistent le mieux aux variations de ces facteurs afin de
constituer une collection de souches utilisables comme inoculum dans le but d’améliorer les

rendements de laluzerne dans les régions sahariennes.
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1. Lafixation biologique d’azote

La majeure partie de la fixation d’azote (2,4. 10® t/an, 85% de la fixation totale)
intervient par une voie biologique. Cette «porte d’entrée » est fournie par certains
procaryotes, qui sont capables d’activer la molécule N, et de laréduire en ammoniague, forme
facilement assimilable par les bactéries et par leurs partenaires symbiotiques (GOBAT et al.,
2010).

La fixation de I’azote peut se faire dans des conditions oxiques et anoxiques. Des
micro-organismes comme Azotobacter et la cyanobactérie Trichodesmium fixent I’azote en
aérobiose, tandis que des anaérobies en vie libre, comme les membres du genre Clostridium,

le font en anaérobiose.

Certains micro-organismes symbiotiques participent a la partie biologique du cycle de
I’azote car ils peuvent fixer I’azote dans les nodules des racines des fabaceae qui contiennent
des bactéries du genre Rhizobium, Mesorhizobium, Snorhizobium, Bradyrhizobium et
Azorhizobium... (PRESCOTT et al., 2010).

Ces symbioses vont avoir une grande importance environnementale et agricole car
elles sont responsables de la majeure partie de la fixation biologique de I’azote atmosphérique
sur laterre (ZAKHIA et DE LAJUDIE, 2001).

Grace a cette fixation symbiotique d’azote, la croissance des fabaceae n’est plus
dépendante de la disponihilité en azote minéralisé dans le sol : minéra le plus limitant pour la
productivité des cultures (BOUSSUET et VADEZ, 2013)

La fixation biologique de I’azote concerne le sol par un ensemble de transformations
microbiennes faisant intervenir des micro-organismes libres et des micro-organismes
symbiotiques (CALVET, 2003).

1.1.L a fixation non symbiotique d’azote

Les bactéries fixatrices libres d’azote, sont tres répandues. Elles habitent les sediments
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).
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Lafixation libre est effectuée par les bactéries aérobies (Azotobacter sp, Beijrinkia sp)
ou anaérobies (Clostuduim sp), des algues bleues (Cyanophycées) (SCHVARTZ et al., 2005).

1.2.Lafixation symbiotique (non libre)

Elle est la plus connue des techniques vegétales pour fixer I’azote de I’air. Par
exemple, des bactéries (les Rhizobium) s’installent dans les racines des plantes de la famille
des fabaceae ; le végétal fournit des matieres nutritives a la bactérie ; celle-ci capte I’azote de
I’air et le donne a son héte (POUSSET, 2002).

Dans les associations symbiotiques, la plante représente « I’hote » et le partenaire
bactérien «le symbiote ». La forme la plus commune d’association symbiotique provoque la
formation sur laracine (ou parfois sur latige) de la plante hote, de structures multicellulaires
hypertrophi ées, nommées nodule (HOPKINS, 2003).

La fixation non symbiotique apporte au sol des quantités d’azote relativement petites,
de I’ordre de 10 kg d’azote ha™an™. Au contraire, la fixation symbiotique apporte au sol des
quantités bien plus importantes, pouvant atteindre plusieurs centaines de kg d’azote ha™*an™
(CALVET, 2003).

2. Lespartenairesdela symbiose (Rhizobium-L égumineuse)

Le mot “symbiose” signifie «vie avec ». Ce dernier fut utilisé pour la premiére fois
par I’Allemand Frank (1877) pour qualifier la coexistence d’organismes différents. DE BARY
(1887) y gjouta la notion de gradation de relation entre un hote et un parasite qui peut étre
destructif ou toléré (JOSE et al., 2004 ; BEREAU et al., 2003).

La symbiose et une association de deux organismes d’especes différentes qui en tien
tout les deux des bénéfices (DUTUIT et GORENFLOT, 2008 ; LEGAULT, 2010).

2.1. Partenaire végétal (L égumineuse)

Les fabaceae (littéralement : légume dont le fruit est une gousse), soit plus de 18 000
especes connues dans le monde (WALIGORA et TETU.,2008)
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Les fabaceae sont, avec les graminées, les familles botaniques les plus utiles a
I'alimentation dans le monde. Les fabaceae regroupent trois familles (ou sous-familles) : les
Fabaceae (ou Papilionaceae) les Mimosaceae et les Caesalpiniaceae , (KLEIN et al .,2014)

Leurs deux signes distinctifs majeurs sont que leurs graines se forment a l'intérieur de
gousses, et qu’elles peuvent former un partenariat avec une famille des Rhizobiacées (DUC et
al.,2010)

Chagque Fabacée sassocie a une espece particuliere de Rhizobium. Ainsi la vesce
sassocie a Rhizobium leguminosarum, le pois a Rhizobium phaseoli, le méilot a Rhizobium
meliloti...etc. (POUSSET, 2008).

2.1.1. Description générale du mélilot (MelilotusindicusL.)

Le mélilot est une plante bisannuelle a racines fibreuses, fortes, blanchétres, Lestiges de
50cm a 1m, sont cylindriques, striés, dresses, elles portent des feuilles aternes longuement
pétiolés, avec des stipules lancéolées a la base composés de trois folioles oblongues et
dentées. Les fleurs jaunes visibles de mai a septembre, sont disposes en grappes dressées a
I’extrémité des tiges floriféres. Le fruit est une gousse velue surmontée d’un style persistant,
qui contient deux petites graines (PIERRE et LY S, 2007 ; WIERSEMA et LEON, 2016).

2.1.2. Description générale dela luzerne (Medicago sativa L .)

La Luzerne (Medicago sativa) est une plante vivace présentant une grande variabilité
morphologique. Il sagit de lalégumineuse fourragere la plus cultivée dans le monde. Elle
colonise facilement les bordures des champs et des routes elle est semée en culture pure ou en

association avec une graminée pérenne (IGHIL et al., 2011)

La luzerne est une espéce autotétraploide, pérenne alogame et a fécondation
entomophile. Comme les autres fabaceae, elle ne nécessite pas d’apport d’engrais azotés grace
a sa symbiose avec une bactérie Snorhizobium meliloti. C’est une plante fourragére
recherchée, car c’est I’espece qui produit le plus de protéines a I’hectare (2.5 t/ha/an). Elle est
auss riche en minéraux assimilables par les ruminants et contient au moins 10 vitamines.
Elle aaussi quelques débouchés en alimentation humaine et en industrie pharmaceutique. Par
contre, sa valeur énergétique est assez moyenne (0.7/UF/kg de matiére séche). Ces

caractéristiques font de la Luzerne un bon complément des céréales pour I’alimentation
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animale. Elle est de plus, tres appétible et ingestible. Enfin, elle représente une trés bonne téte
d’assolement, résiste bien a la sécheresse et se montre de culture et d’entretien faciles et peu
couteux (DORE et VAROQUAUX, 2006).

2.1.3.Classification taxonomique de Médlilot et dela Luzerne

Selon SINGH (2011) et AKHTAR et al. (2016), ces plantes appartiennent au Regne des
Planteae, sous-regne des Tracheobionta, super division des Spermatophytes, division des
Magnoliophyta, et la classe des Magnoliopsida. Elles sont également insérées dans la sous-

classe des Rosidae, Ordre des Fabales, famille des Fabacées.

> Pour le Mdlilot : genre Mdlilotus, espéce Melilotusindicus.
» Pour la Luzerne: Section Medicago, genre Medicago, espéce Medicago

sativa, sub-espéce sativa.
2.2.Partenaire microbien (Rhizobiacées)

C’est une famille de rhizobactéries fixatrices d’azote (GARBAYE, 2013), de I’Ordre
des Rhizobiales dans les a-protéobactérie (PRESCOTT et al., 2010).

Les rhizobiums, bacilles courts ou coccoides de 1 a 4 um, vivent dans les sols pour
infecter les fabaceae (DELARRAS, 2014).

Elles ont la faculté d’induire la formation d’un nouvel organe chez leur hote appelé
nodule. Contrairement aux tumeurs classiques, le nodule produit est un organe pleinement
fonctionnel et bénéfique pour son hdte (WALIGORA et TETU, 2008).

Depuis I’adoption de la taxonomie polyphasique, comme critére de caractérisation,
leur classification se repartit en 13 genres et 98 especes, que nous désignons collectivement
sous le nom de Rhizobium (DUHOUX et NICOLE, 2004 ; WEIR, 2016). Parmi ces genres
on distingue: Rhizobium, Bradyrhitobium, Arorhizobium, Sinorhirobium, et Mesorhizobium
(LAURENT-FULELE et al.,2000), les souches étudiées appartiennent au genre

Sinorhizobium.
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Tableau 1 : Classification des especes Rhizobiennes du genre Sinor hizobium

GENRE HOTE ESPECE

Snorhizobium Abrus precatorius Ensifer abri
Acacia spp Snorizobium americanum
Acacia senegal, Prosopis Ensifer arboris
chilensis

Medicago sativa, Cajanus Ensifer fredii
cajan, Glycine max ,Glycine

soja, et Vigna unguiculata.

Argylorobium uniflorum et Ensifer gramanticus
Medicago sativa

Sesbania rostrata, abrus Ensifer indiaense

precatorius

A.senegal ,P.chilensis Ensifer kostiensis
Kummerowia stipulacea Ensifer kummerowiae
Medicago spp Ensifer medicae
Medicago sativa Ensifer meliloti

Acacia angustissima Ensifer mexicanus
Leucena Leucocephala Snorhizobium morelense

Ensifer adhaerens
Argyrolobium uniflorum et Ensifer numidicus
Lotus creticus
Sesbania sps,Acacia seyal, Ensifer saheli
Leucena Leucocephala et
Natunia natans

Glycine max Ensifer sojae
Acacia, Sesbania Ensifer terangae
Glycine max Ensifer xinjiangense

Sources: GOYAL et MAHESHWARI (2012) ; AROCA(2013) ; MAHESHWARI(2014) ;
WEIR (2016).

Tableau 2: Différence biologique entre S. medicae et Smeliloti

S. medicae S. mdliloti

M. truncatula Oui Oui
M. polymorpha oui non
Resistance a la Néomycine Oui Non
Resistance au chloramphénicol  non oui
CroissanceapH 4 oui Non
Croissance a 3 % d’NacCl oui Oui

Source : (SHI, 2008)
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3. Lesnodulesracinaires: siegedela symbiose

Le nodule estle siége de la réduction de l'azote moléculaire en ammoniague

qui est ensuite assimilé par la plante sous forme d'acides aminés (FAURIE, 2011).
3.1. Infection racinaire et formation des nodules

un systeme complexe de signalisation entre les deux organismes permet a chacun d’eux,
non seulement de reconnaitre la présence de I’autre, mais également de déterminer si la

bactérie est bien de I’espece appropriée a I’espéce de Iégumineuse (RAVEN et al., 2011).
L es étapes de nodulation sont :
A. Phase d’échange de signaux symbiotique

Comme pour la plupart des symbioses, |a premiére étape consiste en une reconnaissance
mutuelle effectuée par échange de messages chimiques entre les deux partenaires. C’est une

étape tres spécifique qui se fait en deux phases :
Phase d’attraction

Quand la légumineuse est en manque d’azote, ses racines émettent des flavonoides,
composés hétérocycliques qui attirent les Rhizobactéries, a proximité des jeunes poils
absorbants des racines (SUTY/, 2015)

La symbiose se met en place lorsgue la bactérie forme des facteurs de nodulation (dits
facteurs Nod) qui vont étre reconnus par la plante (MACHEIX et al., 2005).

Phase de r econnaissance

Les rhizobiums sont attirés chimiquement par les composeés phénoliques (Flavonoides)
libérés par |les racines des fabaceae. Grace a ce chimiotactisme positif, ces bactéries colonisent
la rhizosphere et s’accolent a la racine, au niveau des poils absorbants. Les signaux chimiques
de la racine activent le produit d’un géne de nodulation des rhizobiums, le gene constitutif
nodD, qui induit I’expression des autres génes nod bactériens. Les produit de I’expression de
ces genes sont des petits polymeres de chitine, appelés facteurs de nodulation ou facteur Nod
(MEYER et al., 2004).
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B. Phase d’infection

Les facteurs Nod induisent la courbure des poils absorbants en croissance. Ils activent
aussi I’expression des génes nod du veégétal, qui code des nodulines nécessaires a la
construction et au fonctionnement de la nodosité (MEYER et al., 2004).

Ces mitoses aboutissent a la formation de petits méristemes qui permettront

I’organogenése des futures nodosités, en contact avec les tissus conducteurs de la racine.

A ce stade, les bactéries ayant infecté les cellules de la racine se transforment en gros

bactéroides qui absorbent les sucres issus de la photosynthése de la plante héte (SUTY,, 2015).
C. Début deformation du nodule

L’activation de la division cellulaire formant de petits méristemes qui vont fusionner
pour initier I’organogénese de la nodosité. A ce stade, les nodosités ne sont pas encore

fonctionnelles pour la fixation de I’azote gazeux (SUTY, 2015).

La formation d’un nodule fonctionnel exige la présence de 3 groupes de géenes chez la
bactérie : nod, fix et nif. (ROBERT et CATESSON, 2000).

D. Développement du nodule

Il est caractérisée par la différenciation de la nodosité avec organisation en quatre
zones : méristématique , zone d’infection, zone de fixation de l'azote et la zone de sénescence
de nodule (HAMON, 2001).



Fixation

Synthese bibliographique

Section

d’un

Figure 1

longitudinale

Roof cross section

nodule de Medicago
&gé de 10 jours. En
rouge les contours du
nodule racinaire, en
jaune fluorescent les
bactéries
Snorhizobium meliloti
(GAGE, 2004).

Legumineuss

Leliules
corticales

X ‘H" Phase 3
@lﬁi
-P-F'
WA/ N
l[ #® Fhlogrn |1= 'l} j'-\l.i"‘l‘
! - . Hﬂ&mc |'"
| / \\’*——’ /
L
Rhizabactérics du sol
Allraclion
¢l rsconnalssance
Y Phases 1 - 2

Imfecticn et fermetion
du cordon infeciveun

Ahizobactsriss transformées en bactéroides. &

Initiation — % [l
de l'o-ganogeness
du nodule

|
Pheses 4 + 5 k:‘:,\%l‘[

.'fh?:- \ Y |
/k - ':-,-,1"':- 3 .'J
-4 l:.‘-:] | II'- }:"‘-

Fermalion du nodule lu_,
fixztion ca 'aznte

Foi
absorbant

Phase B b

Figure 2 : résumeé des différentes étapes conduisant ala
formation du nodule (SUTY,2015).




W Chapitre - Synthése bibliographique

3.2.Lacouleur desnodules
La couleur des nodules varie du blanc au marron, vert et rose (PANDA, 2013).

Les jeunes nodules ne fixent pas I'azote et sont généralement de couleurs blanches ou grises a
I'intérieur. Les Nodules plus &gés qui sont fixateurs d'azote sont rosétres ou rougeétres
(DURNER, 2013).

La couleur rose est due a la Leghémoglobine indiquant |'apparition de la fixation
d'azote. Il existe un grand nombre de nodules inefficaces qui peuvent avoir des centres verts
blancs ou pales (KRISHNAMURTHY et al., 2009).

3.3.Typesdenodules

La forme des nodules racinaires varie de ronde a allongée. les nodules peuvent étre
isolés ou en groupe sur la racine, et ce, par rapport a la présence ou non de la zone
méristématique (SECKBACH et GRUBE, 2010)

Deux types majeurs peuvent étre distingués: nodule indéterminé qui contient un
meéristeme persistant qui aboutit a une structure cylindrique et un nodule déterminé qui ne

forme pas un méristéme persistant et reste donc en forme sphérique (SPAINK et al., 2012).

Tableau 3 : Différence entre nodule déterminé et indéterminé

Nodule déterminé Noduleindéterminé

Ne posséde pas un méristeme et donc Présence d’un méristeme qui facilite la
capable d’une croissance seulement limitée croissance continue du nodule
Lescellulesdu cortex sedivisent seulement  Les bactéries sont libérées seulement apres
aprés avoir été infectées par les bactéries que les cellules eurent cesse de diviser

Les nodul es sont sphériques Les nodules sont allongés et ramifiés

Source: (VARMA et KHARKWAL, 2009)

4. Influence des facteurs du milieu sur la fixation biologique d’azote

Généradement, les souches tropicales de rhizobia possedent des propriétés
physiologiques leur permettant de se développer dans les milieux arides et semi arides. Les
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principaux facteurs limitant I'activité biologique dans les sols sont le déficit hydrique, la
salinité, les températures élevées et les pH extrémes. Les interactions fréguentes entre ces
différentes contraintes affectent la croissance et la capacité de survie des microorganismes
dansles sols arides (CACCIARI et al., 2015).

Les quantités d’azote fixés par I’association symbiotique fabaceae-rhizobium sont tres
dépendantes des conditions du milieu (concentration en nitrate, pH, humidité, souche de
rhizobium) (SCHVARTZ, 2005).

4.1.LepH du sol

L’influence du pH sur la nodosité et I’activité des rhizobia est différente selon le climat.
Dans les zones tempérées, la croissance et la nodulation sont plus actives sur les sols neutres
ou légérement acides. Tandis que I’optimum de croissance des fabaceae tropicales est compris
entre 5 et 6,5. Dans ces derniéeres, les rhizobia résistent mieux a I’acidité et sont capables de
fixer I’azote a pH 4,5. Toutefois, il y a toujours une baisse de nodosités sur sols acides,
comme ceux riches en aluminium. Pour assurer leur survie dans ces conditions difficiles, tout
un arsena chimique protecteur est alors mis en place (WALIGORA et TETU, 2008).

La luzerne nécessite I’inoculation des semences lorsque le pH du sol est inférieur a 6,5
(FRICK et al., 2014).

Le pH optimal pour la croissance des rhizobia se situe entre 6 et 7 (KUMAR, 2008).

L a symbiose Medicago sativa- Sinorhizobium est contestée par I'acidité, ce qui entraine
et généralement pauvres nodulation et de la production (WATKINet al., 2009)

4.2. Salinité des sols et des eaux d’irrigations

On définit en général deux types de sdinité : la sdinité primaire et la sainité
secondaire. La premiére résulte de la présence initiale de sels dans le sol ou dans la nappe
phréatique. La seconde résulte des apports de I'eau d'irrigation (FARISSI et al.,2014)

La salinité est I’un des facteurs majeurs responsables de la détérioration des sols en les
rendant impropres a I’agriculture. Par leur concentration excessive en sels et leur pH élevé, les
sols salins congtituent un environnement défavorable pour la croissance de la plupart des
fabaceae et de |eurs bactéries symbiotiques (DREVON et SIFI, 2003)
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Cette contrainte sur la symbiose fabaceae-rhizobia se manifeste par un effet osmotique
et /ou ionique inhibant les différents processus physiologiques et biochimiques gouvernant la
croissance de la plante hote, la survie et la prolifération des rhizobia et par la suite I’inhibition

des processus d’infection et de la fixation biologique de I’azote (FARISSI et al., 2014).

Les fabaceae sont classées comme des cultures sensibles au sel avec leur productivités
particulierement affectées par lasalinité (PALMA et al., 2014).

La croissance de la plupart des souches rhizobiums est inhibée par 100 mM de NaCl.
Cependant, certaines souches tolerent plus de 500 mM (BOUHMOUCH et al., 2001)
I’effet de la salinité se traduit par une chute progressive de la matiére séche des parties

aérienne, racinaire et des nodules, ainsi que du nombre de nodules (IBRIZ et al., 2004).
4.3. La Température

La température est le facteur environnemental majeur qui affecte la survie et
I’établissement des Rhizobia en culture ou dans le sol (YADAYV et NEHRA, 2013).

La température des racines affecte le processus d’infection et de nodulation. Une
température <10°C retarde la croissance des racines alors qu’une température >24°C la
favorise. La distribution du nitrogéne entre les racines et les pousses est généralement
affectée par latempérature des racines (HASSAN DAR, 2009).

Pour la plupart des rhizobiums, |a température optimale pour leur croissance est 28 a 31
°C (MAHESHWARI, 2008).

4.4. Lescontraintes hydriques

La fixation d’azote semble étre un des processus biologiques de la plante les plus
sensibles au stress hydrique (BOSSUET et VADEZ, 2013) .

Des rapports récents indiguent que le manque d'humidité du sol affecte la survie des
rhizobiums et du processus de nodulation de la plante héte. Cependant, des études récentes
ont établi que le niveau d'humidité du sol au moment des semis, apporté par les pluies pour de
nombreuses fabaceae, est adéquat pour soutenir une bonne nodulation. L’inhibition est
principalement due a la cessation de I'activité de la nitrogénase au moment ou les plantes

développent des nodules et commencent a fixer [’azote. En conségquence, une diminution
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significative de la Fixation biologique et de |a croissance végétale ont lieu, surtout si le stress
hydrique coincide avec le pic de la fixation d’azote par la plante. Une plus grande importance
a donc été apportée sur la sélection de plante cultivée tolérant une sécheresse appropriée
plutét que la souche Rhisobium pour atteindre une réponse stable a la fixation biologique
dans des conditions de secheresse (BOARD, 2012).

4.5. Effet desnitrates

Les Rhizobium sont sensibles a I'apport de nitrates et de sels ammoniacaux dans les
sols qui inhibent leur développement (FAURIE, 2011).

L'effet inhibiteur de nitrate sur I'activité de la nitrogénase dans les nodules des racines
des plantes fabaceae est connu depuis longtemps. Le principa facteur induisant des
changements dans I'activité de la nitrogénase est la concentration d'oxygene libre a l'intérieur
des nodules. La disponibilité de I'oxygene dans la zone infectée de nodule est limitée, entre
autres, par la résistance a la diffusion du gaz dans le cortex nodulaire. La présence de nitrate
peut provoquer des changements dans la résistance a la diffusion d’O, (LUCINSKI et al.,
2002).

4.6. Maladies et ravageurs

La fixation symbiotique peut aussi étre limitée, de maniére plus au moins directe, par
des agents pathogenes ou des ravageurs comme les larves de Sitones qui S’attaquent aux
nodosités ou le pathogéne Aphanomyces euteiches qui provogue une pourriture du systéme
racinaire chez certaines especes comme le pois, la lentille ou certaines vesces
(SCHNEIDER €t al.,2015) .

4.7. Resistance aux antibiotiques

Larésistance intrinseque aux antibiotiques est importante, du point de vue écologique,
pour les micro-organismes du sol, en raison d'une compétitivité plus élevée et d'une plus
grande aptitude a survivre, principalement dans les micro-organismes du sol, en raison d’une
compétitivité plus élevée d’une grande aptitude a survivre, principalement dans les sites arides
ou la secheresse et le pH alcalin favorisent la croissance d’actinomyceétes producteurs
d’antibiotiques (GROUZIS et LE FLOC’H,2003).
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Tableau 4 : larésistance aux antibiotiques chez Sinorhizobium meliloti, Sinorhizobium

medicae

Antibiotiques Snorhizobium meliloti Snorhizobium medicae
Ampicilline + +
Erythromycine + +
Ciprofloxacine - -
Pénicilline + +
Polymixine - -
Cloxacilline + +
Oxitetracycline - -
Gentamicine - -
Cefuroxime + +

Source: VELAZQUEZ et RODRIGUEZ-BARRUECO,2007
5. Intérétsdela symbiose
5.1. Pour lesdeux organismes

La legumineuse donne a la bactérie les glucides, I’énergie qu’elle fabrique et la seconde

fournit a la premiére une partie de I’azote qu’elle préleve dans I’air (POUSSET, 2008).

Les Fabacées en digérant les vielles bactéries, profitent des proténes synthétisées par le
rhizobium. La nodosité offre ainsi un abri aux rhizobiums et leur apporte I’azote gazeux du

sol qui pénétre dans les racines par les poils absorbants et les tissus (FAURIE, 2011)

Non seulement les bactéries de la nodosité profitent de la symbiose mais auss les
bactéries libres du sol. En effet, la plante « nodulée », plus vigoureuse sur le sol pauvre en
azote qu’une plante non «nodulée », enrichit sa rhizosphére en composés carbonés et azotés
(sucres, acides aminés, vitamines...) qui seront assimilés par les bactéries vivantes au contact
de sesracines (MOROT-GAUDRY et PRAT, 2012).

La luzerne par exemple en se décomposant, ces racines laissent des vides qui profiteront
aux versdeterre (BERTRAND et DE HALLEUX, 2005)
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5.2. Sur leplan agronomique

MOCEK-PLOCINIAK et al. (2008) ont déemontré gue les plantes inoculées avec une
densité de 10% étaient caractérisées par une meilleure croissance, une grande quantité de
matiere seche et un bon développement de la partie racinaire ainsi qu’une activité de

nitrogénase la plus élevee.

Cet effet s’est exercé surtout a un stade précoce du développement de la plante (25 jours
apres la levée), ou les nodules n’ont pas encore atteint la maturité et n’ont pas commenceé la
fixation de I’azote (L’ TAIEF et al., 2009).

Gréce a cette association symbiotique, les fabaceae participent a la revégétalisation des
écosystéemes pauvres en azote, en s’établissant comme flore pionniére, initiatrice d’une
succession écologique. Elles constituent par ailleurs une source d’alimentation extrémement
importante aussi bien pour I’homme (soja, pois, haricot...) que pour I’animal (tréfle,
luzerne...) (GIRAUD, 2007).

Les fabaceae peuvent aider a combattre le probleme du manque d’azote et des
mauvaises herbes (NIEUWENHUIS et NIEUWENLINK, 2005).

5.3. Sur leplan écologique

La symbiose est aussi identifiée comme une voie possible de limitation des
émissions de gaz a effet de serre par les systemes cultivés ,d’une part par I’absence d’usage de
carburants fossiles pour la fourniture d’azote assimilable et d’autre part par I’absence
d’émissions de N,O au cours du développement de la culture de fabaceae ; ala différence des
plantes recevant une fertilisation de synthése industrielle (GERMON, 2013).

L’introduction de fabaceae au sein d’une succession culturale ou en association
dans les prairies génere plusieurs effets positifs sur I’environnement, a commencer par une
réduction des émissions de gaz a effet de serre. Ces plantes, capables de capter I’azote de I’air
et d’apporter de la diversité végétale, favorisent les économies d’intrants a I’échelle des

rotations : principalement des engrais azotés, mais aussi des produits phytosanitaires.
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L’impact sur la qualité du sol est également démontré pour la culture de fabaceae
fourragéres comme la luzerne : apport de matiére organique, restructuration, développement
de microflore et microfaune (DEBARGE et TENAUD, 2015).

5.4.L es symbioses et développement durable

Les cultures fourragéres tropicales, qui servent a nourrir le bétail, sont d’une importance

capitale dans |e dével oppement durable des régions chaudes (KLEIN et al., 2014).

Les symbioses végétales jouent un rble déterminant dans le développement de la
production agricole durable vu leurs intéréts agronomiques, économiques et écologiques et
leur compréhension a été percue comme un grand événement scientifique. L’introduction des
symbioses végétales dans les systemes de culture offre aussi d’autres atouts
environnementaux tels que le maintien de la productivité des agro-écosystemes en contribuant
a I’amelioration de la fertilité des sols et la réhabilitation des sols dégradés, au controle des

insectes nuisibles, des maladies telluriques et des mauvaises herbes (LAZALI, 2015).
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1. LesSouchesutilisées

Quarante et une souches de Sinorhizobium, dga isolées et purifiées, fournies par M.
AZIB , obtenu a partir des nodosités de deux fabaceae : la Luzerne (Medicago satival..) et le

Mélilot (Melilotus indicus), ont éé utilisées pour la réalisation de cette étude. Ces souches
proviennent de différentes zones agricoles appartenant aux deux régions : Ouargla et El Oued.
L es micro-symbiontes utilisés sont mentionnées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 5: Codes et origines des souches utilisées dans notre étude.

Codeinitiale des souches | Nouveau code | Plante hote Origine
O1M12 o1 Méelilotusindicus | Quargla
O1M13 02 Méelilotusindicus | Quargla
0114 03 Medicago sativa | Quargla
0132 04 Medicago sativa | Ouargla
0152 05 Medicago sativa | Quargla
0163 06 Medicago sativa | Quargla
0172 o7 Medicago sativa | Quargla
0182 o8 Medicago sativa | Quargla
0211 09 Medicago sativa | Quargla
0213 010 Medicago sativa | Quargla
0223 Ol1 Medicago sativa | Quargla
0313 012 Medicago sativa | Quargla
0321 013 Medicago sativa | Quargla
0341 014 Medicago sativa | Ouargla
0344 015 Medicago sativa | Quargla
0413 016 Medicago sativa | Quargla
0422 017 Medicago sativa | Quargla
0442 018 Medicago sativa | Ouargla
0452 019 Medicago sativa | Quargla
0461 020 Medicago sativa | Quargla
E111 El Medicago sativa | El Oued
E114 E2 Medicago sativa | El Oued
E131 E3 Medicago sativa | El Oued
E141 E4 Medicago sativa | El Oued
E213 E5 Medicago sativa | El Oued
E222 E6 Medicago sativa | El Oued
E232 E7 Medicago sativa | El Oued
E244 E8 Medicago sativa | El Oued
E251 E9 Medicago sativa | El Oued
E333 E10 Medicago sativa | El Oued
E344 E1l Medicago sativa | El Oued
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E352 E12 Medicago sativa | El Oued

E353 E13 Medicago sativa | El Oued

E421 El4 Medicago sativa | El Oued

E432 E15 Medicago sativa | El Oued

E441 E16 Medicago sativa | El Oued

E452 E17 Medicago sativa | El Oued

E512 E18 Medicago sativa | El Oued

E521 E19 Medicago sativa | El Oued

E532 E20 Medicago sativa | El Oued

E543 E21 Medicago sativa | El Oued

1021 1021 / INRA de Toulouse,
France

2011 2011 / INRA de Toulouse,
France

2. Milieu decultureutilisé

Les ensemencements des souches se sont fait sur milieu YMB (liquide) et YMA
(solide) selon la méthode préconisée par VINCENT, 1970. Le milieu liquide servira pour la

réalisation des différents tests physiologiques, suivi par la confirmation sur milieux solide.

Le milieu de culture YEM est réputé étre le mieux adapté pour I’étude des rhizobiums
dont la composition (en g/l) est la suivante : Extrait de levure : 10; mannitol: 10 ; KH, POy:
0,1 MgSO, : 0,2; KNOs: 0, 7; CaCl,:0.04; Agar: 12 a 15, est utilisé pour I’isolement et la
production de biomasse des souches des Rhizobiums, c’est un milieu qui permet d’obtenir une
croissance optimale de ces souches, il contient le mannitol (source de carbone préférée par les
Rhizobium) (VINCENT, 1970).

3. Méthodes d’étude de la diversité des rhizobiums

Plusieurs techniques peuvent étre utilisées pour évaluer la diversité des rhizobiums.
Ces techniques permettent I’analyse de différents traits phénotypiques et génétiques

nécessaires a I’étude de la diversité.

Nous nous sommes limités, dans notre étude, a la caractérisation physiologique des
souches rhizobiennes par rapport aux facteurs abiotiques prédominant dans les sols sahariens,
a savoir : la température, le pH, la salinité. Ces derniers sont complémentés par un test de

résistance aux antibiotiques.
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3.1. Tolérance ala Salinité

La capacité des souches a croitre a différentes concentrations de NaCl a été testée par

I’additionnement a des concentrations croissantes en sel allant de 0 21280 mM/L.

Chaqgue tube est rempli de milieu de culture est ensemencé par 300 microlitre de pré-
culture bactérienne d’une souche connue, puis incubé a 28 °C dans un incubateur-agitateur a
220 tour/mn pendant 72h.

Pour confirmer ou infirmer les résultats obtenus par ensemencement sur milieu
liquide, les souches sont ensemenceées sur milieu solide a différentes concentrations en NaCl ,

puis incubées a 28°C pendant 72h.
3.2.Tolérance au pH

Les souches ont été évaluées pour leur tolérance au pH sur milieu YEM liquide a
0,19/l de NaCl apres trois jours d’incubation a 28°C. Les pH étudiés vont de 4a 9. Nous les
avons gjusté par I'addition de HCl ou du NaOH.

Comme pour e parametre précédent, les souches sont ensemencées sur milieu solide a
différentes pH, puis incubées a 28°C pendant 72h.

3.3.Toléranceala Température

L’ensemencement des tubes a été établi de la méme maniére que les précédents
parametres, puis incubés a différentes températures (4, 28,37 et 45 °C), dans un incubateur

agitateur a 220 tr/mn.
LepH demilieu est gjusté a6.8. La salinité du milieu de culture est 0,1¢g/1.

La croissance des souches dans ces différents tests est mesurée gréce a I'évolution de la

densité optique pendant trois jours successifs (spectrophotomeétre a 600 nm).
3.4.Test derésistance aux antibiotiques

En appliquant |a méthode préconisée par Sanofi Diagnostics Pasteur (CA-S.F.M., 1996 ;
in YATTARA et al.,2000); Pour chaque souche, une suspension de 300 microlitres a été servi

pour ensemencer une boite de Pétri contenant du milieu yeast extract mannitol agar, Aprés
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avoir aspiré I'excés de suspension, les disques sont |égérement appliqués a la surface du
milieu, al'aide de pinces stériles puis incubés pendant 3 jour a 28°C.

L’objectif du test n’est pas d’examiner les concentrations inhibitrices des
antibiotiques, mais de voir les réponses des différentes souches face a ces derniers dans le but
d’etudier la diversité.

Les antibiotiques utilisés sont mentionnés dans le tableau ci-dessous :

Tableau6 : Liste des antibiotiques utilisés

Antibiotiques sigle
Acide fusidique FC
Amikacine AN
Amoxicillin AMX
Chlorampheénicol C
Colistine CN
Erythromycine (E)
Kanamycine
Pénicilline P
Spiramycine SP
Vancomycine VA
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1. Lecturedesrésultatsde I’effet des températures sur la croissance rhizobienne

Résultats et discussions

Tableau 7 : effet des différentes températures sur |a croissance des souches étudiées

TEMPERATURES (°C) TEMPERATURES (°C)
T4
SOUCHES| (°C) | T28 | T37 | T45 |SOUCHES| T4 | 128 | T37 | T45
o1 0,022 | 0,759 | 0,575 | 0,118 El 012 | 0,945 | 0,802 | 0,127
02 0,081 | 0,653 | 0,977 | 0,089 E2 0,17 | 0,918 | 0,638 | 0,129
03 0,082 | 1,188 | 0,927 | 0,09 E3 0,152 | 0,719 | 0,945 | 0,164
04 0,066 | 1,019 | 1,039 | 0,222 E4 0,066 | 0,726 | 0,814 | 0,143
05 0,136 | 0,972 | 0,936 | 0,202 E5 0,045 | 0,623 | 0,635 | 0,252
06 0,121 | 0,972 | 1,025 | 0,125 E6 0,035 | 0,823 | 0,644 | 0,124
07 0,067 | 0935 | 0,71 | 0,12 E7 0,189 | 055 | 0,595 | 0,191
08 0,05 | 0,973 | 0,586 | 0,202 ES8 0,036 | 0,822 | 0,637 | 0,141
09 0,03 | 1,087 | 0,623 | 0,108 E9 0,111 | 0,53 | 0,674 | 0,129
010 0,08 | 0,809 | 0,863 | 0,098 E10 | 0112 | 0,724 | 0,638 | 0,12
Ol11 | 0,174 | 0,891 | 1,105 | 0,186 E11 0,11 | 0,709 | 1,078 | 0,122
Ol12 | 0,026 | 1,006 | 0,77 | 0,203 E12 | 0,198 | 0,861 | 0,856 | 0,097
O13 | 0,099 | 0,975 | 0,755 | 0,109 E13 | 0,067 | 0,693 | 0914 | 011
014 | 0,035 | 0,892 | 0,935 | 0,082 El4 | 0,128 | 0,821 | 0,661 | 0,135
O15 | 0,055 | 0,794 | 0,638 | 0,103 E15 | 0064 | 0,747 | 0,653 | 0,141
016 | 0043 | 0927 | 092 | 0,114 E16 | 0,071 | 0,707 | 0,693 | 0,119
O17 | 0,082 | 0972 | 0,85 | 0,095 E17 | 0067 | 0,825 | 0,431 | 0,123
O18 | 0,076 | 0,849 | 0,725 | 0,089 E18 | 0017 | 0,591 | 0,766 | 0,291
019 | 0,046 | 1,102 | 0,838 | 0,094 E19 | 0043 | 0,834 | 0,703 | 0,276
020 | 0,156 | 0,824 | 0,982 | 0,165 E20 | 0,069 | 0,721 | 0,815 | 0,302
1021 | 0,264 | 0,954 | 0,917 | 0,149 E21 | 0,191 | 0,634 | 0,812 | 0,195
2011 | 0,266 | 0,834 | 0,883 | 0,175
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L’effet de la température 4°C sur la croissance des souches est représenté dans la figure

sulvante :
1.2
1
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Figure3 : Effet de latempérature 4°C sur la croissance des souches

Nous remarquons, a premiere vue, que les DO enregistrées a 4°C sont tres faibles, ce

qui indique que la croissance des différentes souches est inhibée. Celles ayant eu les

meilleures croissances a cette température (traduite par les DO les plus élevées) sont
respectivement : 2011, 1021, E12, E21, E7, E11, O20 et E3. La plus faible croissance est

enregistrée avec la souche E18.

Tableau 8. Croissance des souches sur milieu solide a4°C.

Souches

o1

02

03

05

06

o7

08

09

010

O11

012

013

014

015

016

017

018

019

020

Observation | -

Souches

El

E2

E3

E4

ES

E6

E7

E8

E9

E10

Ell

E12

E13

El4

E15

E16

E17

E18

E19

E20

E21

1021

2011

Observation | -

Aucune colonie n’est apparue sur le milieu gélosé.

Sur milieu solide, cette température a inhibé la croissance de toutes les souches.
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Photo 4 : absence de croissance chez deux souches a4°C

1.1.1. Effet dela Température28

L histogramme ci-dessous représente I’effet de la température 28°C sur la croissance de

souches étudiées :
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Figure 4 : Effet de latempérature 28°C sur la croissance des souches

Lesrésultats de la DO obtenus a cette température sont largement plus élevés que ceux
mentionnés précédemment a 4°C. Les meilleures croissances (avec DO>0.9) sont enregistrées
avec les souches: O3, 019, 09, 04, 012 013, 017, 08, O5 et 06, O7 et O16 .Nous

remarquons que celles qui ont poussé le mieux (& partir d’une DO= 0.9) appartiennent,
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exclusivement, a la région de Ouargla. Les souches références utilisées se classent au milieu
avec la 1021(D0O=0.945) et la 2011 (DO=0.834) La souche qui a obtenu la plus faible
croissance est laE9 .

Tableau9. Croissance des souches sur milieu solide a 28°C.

Souches o1

02

03|04 (05|06 |07|08|09|010|011| 012|013 | O14 | O15 | O16 | O17 | O18 | O19

020

Observation +

Souches E1l

E3 |E4 |E5|E6 |E7 |E8 | E9 | EIO | E11 | E12 | E13 | E14 | E15 | E16 | E17 | E18 | E19

E20

E21

1021

2011

Observation +

Sur un milieu solide, toutes |les souches ont montré une bonne croissance.

Photo 5 : bonne croissance enregistrée chez deux souches a
28°C sur milieu solide.

1.1.2. Effet dela Température 37

L’influence de la température 37°C sur la croissance des souches est indiqué dans la

figure ci-dessous :
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DO a 600nm
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Souches

Figure5 : Effet de latempérature 37°C sur la croissance des souches

Les souches qui ont obtenu des croissances égales ou supérieures a DO = 0.9, sont par
ordre décroissant: O11, E11, O4, 06, 020, 02, E3, 05, 014, O3, 016, 1021 et E13 et Nous
constatons, comme ce fut le cas a 28°C, que les souches provenant de la région de Ouargla

enregistrent les meilleures croissances. La souche qui amarqué la plus faible valeur est E17.

Tableaul0. Croissance des souches sur milieu solide a 37°C.

Souches Ol [O2 03|04 |05 |06 |07 |08 |09 010 |O11 |O12 | 013 |O14 | 015 | O16 | O17 | O18 | O19 | O20
Observation + |+ [+ 1+ [+ + + + + + + + + + +
1021 | 2011
Souches El |E2 |E3 |E4 |E5 |E6 |E7 |E8 | E9 |E10 |E11 |E12 | E13 |E14 |E15 |E16 | E17 | E18 | E19 | E20 | E21
+ +
Observation + + + + + + |+ + + + + + + + + + + + + + +

Un résultat positif, pour toutes les souches, en milieu solide est enregistré.
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Photo 6 : Résultats de deux souches cultivées a37°C

1.1.3. Effet dela Température 45

Lafigure suivante représente la DO des souches incubées a 45°C pendant 72h :

(O8]
[en]

DO a 600 nm

o4 0,22 0,25 0,290,27%
’ 0,20 0,20 ! I I I
0.2
0

Souches

E1l
E2
E3
E4
ES
E6
E7
E8
E9
E10
E11
E12
E13
E14
E15
E16
E17
E18
E19
E20
E21

o1
02
03
o4
o5
06
o7
08
09
010
011
012
013
014
015
016
017
018
019
020
1021
2011

Figure 6 : Effet de latempérature 45°C sur la croissance des souches

La croissance enregistrée a 45 °C est trop faible pour toutes les souches. Seules les
huit suivantes ont franchi le seuil de (DO= 0,2) : E20, E18, E19, E5, O4, 012, 08, et O5, ou
cette derniére a atteint la valeur maximale de croissance DO=0.302, tandis que la vaeur

minimale est de DO=0.082, obtenue par la souche O14.
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Tableaull. Croissance des souches sur milieu solide a45°C.

Souches 01|02 03|04(05|06|07|08|09|010|011 | 012 | O13 | O14 | O15 | O16 | O17 | O18 | O19 | O20 | 1021

Observation - - - + |+ |- - - - - - - - - - - R R R R +

Souches El |E2 |E3 |E4 |E5|E6 |E7 |E8 |E9 | E10 | E11 | E12 | E13 | E14 | E15 | E16 | E17 | E18 | E19 | E20 | E21 2011

Observation - - - - + |- - - - - - - - - - R R + + + R +

Sur milieu YEM solide, les six souches ayant montrées les meilleures croissances sur
milieu liquide I’ont confirmé sur milieu solide ou elles ont pu former quelques colonies
isolées, asavoir : 04, O5, E5, E18, E19 et E20.

Photo 7 : apparition de quelques colonies chez deux souches cultivées a45°C.

1.2.Discussion de I’effet des différentes Températures

Nos résultats montrent que toutes les souches Rhizobiennes étudiées ont une
meilleure croissance a 28 et 37 °C avec des moyennes de DO égales a 0.83 et 0.79
respectivement. Parfois, la croissance des souches a 37°C a dépasse celle de 28°C chez onze
souches a savoir : 02, 04, 06, 010, O11, 014, O20, E3, E4, E5, E7, E9, E11, E13, E18,
E20, E21 et 2011). Nos conclusions confirment celles faites par BRENNER et KRIEG (2006)
et de HAMEED et al. (2014), qui énoncent que la température optimal e pour la croissance des

rhizobia est comprise entre 25 et 28°C et peuvent croitre a 37 °C.

BLAZINKOV et al. (2010) ont confirmé une diversité au sein des souches de
Snorhizobium meliloti a croitre dans des températures élevées (croissance a 37°C > a celle
entre 25 et 29°C). Des résultats similaires ont été publiés par SHAMSELDIN al. (2009), qui



N chapitrel11- Résultats et discussions

stipulent également que les souches de S. meliloti indigenes poussent bien a des températures
de37°C.

Pour les températures extrémes 4 et 45°C, la croissance bactérienne est fortement
inhibée, traduite par des valeurs de DO moyenne, de I’ensemble des souches, tres faible (0,09
et 0,15). L’effet des températures basses (4°C) sur I’arrét de la croissance des rhizobia est
signalé par NISTE et al., (2015). De nombreuses souches de rhizobia isolées de sols
sahéliens, sénégalais et tunisiens ont été étudiées par CACCIARI et al., 2016. Leurs résultats

montrent que des souches sont capables de se multiplier a40 °C et méme a 45 °C.

SINGH et al., (2013) confirment que les Rhizobia se développent moins bien a
45°C. Il y’a des especes Rhizobiennes thermophiles qui croissent au-dessus de 45 ° C a50 °C
(BOBOYE et al., 2011). Dans notre cas, six souches en pu croitre a 45°C (04, O5, E5, E18,
E19 et E20), laissant croire qu’elles sont résistantes aux températures élevées. Cette résistance
peut étre justifiée par la zone climatique d’ou elles sont isolées (Sahara). Cette conclusion est
confirmée par GROUZIS et LE FLOC’H (2003).

2. Lecture des résultats de I’effet de pH
2.1. Effet depH=4
Le graphe ci-dessous montre I’effet du pH=4 sur la croissance des souches étudiées :

12

0.8

0.6
0.4

DO a 600 nm

0.4 0.333 o

0.2 4

Figure 7: Effet du pH=4 sur la croissance des souches aprés 72h d’incubation.
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Les densités optiques enregistrées sont trop faibles (la DO moyenne est de 0.23 pour

I’ensemble des souches), comparativement avec celles relevées au pH neutre. D’apres la

figure ci-dessous, douze souches ont dépassé le seuil de DO=0,3. La souche qui arésisté le

mieux ace pH est laE17 (DO= 0,4). La souche lamoinstolérante est E6.

Tableaul2. Croissance des souches sur milieu solide a pH=4.

Souches

o1

02 | 03

o4

05

06

o7

08

09

010

O11

012

013

014

015

016

017

018

019

020

Observation

+

+

+

+

Souches

E1

E4

E5

E6

E7

E8

E9

E10

Ell

E12

E13

E14

E15

E16

E17

E18

E19

E20

E21

1021

2011

Observation

(+) croissance, (-) pas de croissance

017, 018, O19 et E17), appartenant majoritairement alarégion de Ouargla.

21.1. EffetdepH 5

Photo 8 : Croissance de quel ques souches a pH=4 incubés a4 28°C

En milieu solide, huit souches seulement ont pu croitre a ce pH (05, 06, 08, 016,

L’ action du pH=5 exercé sur la croissance des souches est illustré par I’histogramme

suivant :
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Souches

Figure 8: Effet du pH=5 sur la croissance des souches apres 72h
d’incubation.

D’aprés la figure 8, la croissance des souches est meilleure que celle enregistrée a

pH=4 (la DO moyenne de la condition est de 0.40). Les souches les plus tolérantes au pH=5
ont atteint une densité optique égale ou supérieure a DO= 0,5: 020, 018, 019, 017, E21,

E10 et O16 .Celle qui amarqué la plus faible croissance est |a souche O4.

Tableaul3. Croissance des souches sur milieu solide a pH=5.

Souches

o1

02 03|04 |0O5|06 |07 08|09 010 |O11 | 012 | O13 | O14 | O15 | O16 | O17 | O18 | O19

020

Observation

Souches

E1

E2 |E3 |E4 |E5 |E6 |E7 |E8 |E9 | E10 | E1l | E12 | E13 | E14 | E15 | E16 | E17 | E18 | E19

E20

E21

1021

2011

Observation

Sur milieu YEM solide, 30 souches appartenant aux deux régions d’étude, ont pu
croitre et former des colonies visibles (03, 06, O7, 08, 010, 011, 012, 013, 014, 015,
016, 017, 018, 019, 020, E1, E2, E5, E6, E7, E8, E9, E10, E13, E16, E17, E18, E19, E20 et

E21)




Résultats et discussions

Photo 9 : Croissance de quelques souches a pH=5 incubées a28°C

2.1.2. EffetdepH 6

Lafigure ci-dessous représente I’effet du pH =6 sur la croissance de souches étudiées :

1.2

€0.8

=

o
30.6

Qo4

0.2

01 O3 O5 07 09 011 013 015 017 019 E1 E3 E5 E7 ES9 E11 E13 EI15 E17 E19 E21 2011

Souches

Figure 9: Effet du pH=6 sur la croissance des souches aprés 72h

d’incubation.

La croissance semble étre meilleure que celle des deux pH précédents. La DO moyenne
enregistrée est de 0.59. Les souches ayant une bonne croissance sont 05, O2, E12 E1, E14,
E2, et O16. La valeur maximale de croissance a ce pH est 0.85 (souche O5) tandis que la
valeur laplusfaible est laO14.
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Tableaul4. Croissance des souches sur milieu solide a pH=6.

Souches Ol |02 |03 |04 |05 |06 |07 |08 |09 010 |O11 |O12 |O13 | O14 | O15 | O16 | O17 | O18 | O19 | O20
Observation + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Souches El |E2 |E3 |E4 |E5 |E6 |E7 |E8 |E9 |E10 |E11 |E12 |E13 |E14 |E15 |E16 |E17 |E18 |E19 |E20 |E21 | 1021 | 2011
Observation + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Sur milieu solide, toutes les souches ont montré une croissance comme montrée par la photo

suivante.

Photo 10 : Croissance d’une souche a pH=6 cultivées a 28°C.

2.1.3. Effet depH 6.8

L influence du pH=6.8 sur la croissance des souches est indiquée dans la figure ci-dessous :

1,18 1,19

DO a 600 nm
o
(o)}

Souches

Figure 10: Effet du pH=6.8 sur la croissance des souches apres 72h d’incubation.
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A pH neutre, la croissance se montre la meilleures par rapport aux autres pH avec une DO
moyenne égale a 0.83. Quelques souches ont dépassé la valeur de DO=0.9 (O3, 019, 09, 04,
012, 013, 017, 08, 05 et 06, O7 et O16. La souche ayant la meilleure croissance est 020
(DO=1.191) et la souche qui aobtenu la plus faible croissance est E9 .

Tableaul5. Croissance des souches sur milieu solide a pH=6.8

Souches Ol |02 |03 |04 |05 |06 |07 |08 |09 010 |O11 |O12 |O13 | O14 | O15 | O16 | O17 | O18 | O19 | O20
Observation + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Souches El |E2 |E3 |E4 |E5 |E6 |E7 |E8 |E9 |E10 |E11 |E12 |E13 |E14 |E15 |E16 |E17 |E18 |E19 |E20 |E21 | 1021 | 2011
Observation + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + ++ ++

Sur milieu solide toutes les souches ont montré une bonne croi ssance comme montreé ci-apres.

Photo 11 : Croissance d’une souche a pH=6.8 cultivees a 28°C.
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2.1.4. EffetdepH 8

Lafigure suivante représente la DO des souches cultivé au milieu YMB gjusté apH=8:

DO a 600 nm
o o
B~y (o)}

I ¢
N}

o

883388088 5558585cc8 b B0 RP N ddoEd888g

Souches

Figure 11: Effet du pH=8 sur la croissance des souches aprés 72h d’incubation.

Nous remarguons que la croissance est affectée, traduite par une DO égde a
D0=0.63 (moins importante qu’au pH=6.8). Les souches ayant la meilleure croissance sont,
dans I’ordre (DO>0.7): 05, 017, 013, 020, 012, 02, 014, E12, 010, O8, 1021 09, O7, E14.
Ces souches appartiennent, presque toutes, ala région de Ouargla. Par contre, la plus faible
notée est 06 (0.422).

Tableaul6. Croissance des souches sur milieu solide a pH=8

Souches Ol |02 |03 |04 |05|06 |07 |08 |09 |010 [0O11 | 012 | O13 | O14 | O15 | O16 | 017 | O18 | O19 | O20 | 1021 | 2011
Observation
Souches El |E2 |E3 |E4 |E5 |E6 |E7 |E8 |E9 |E10 |E11 |E12 |E13 |El4 |EIS |E16 |E17 |E18 |E19 |E20 E21
Observation

Sur milieu solide toutes les souches tolérent cette concentration de pH et montrent une

bonne croissance telle que montrée ci-dessous.
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Photo 12 : Croissance d’une souche a pH=8 cultivées a 28°C.

2.1.5. EffetdupH =9

L’histogramme ci-dessous montre I’effet du pH=9 sur la croissance des souches étudiées :

1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

DO a 600 nm

Souches

Figure 12: Effet du pH=9 sur lacroissance des souches aprés 72h d’incubation.

La croissance enregistrée a cette condition ne semble pas étre affectée par I’alcalinité
du milieu. La DO moyenne est égale a celle de la condition précédente. Cela signifie que les
souches étudiées sont résistantes a ce pH. Les souches O1, 02, O3, 04, 05, 06, 012, 017,
E14 et E17 ont montré la meilleure croissance. La valeur maximale de croissance est 0.813,
atteinte par la souche O5, tandis que la plus faible est 0.493 obtenue par la souche O9.
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Tableaul?. Croissance des souches sur milieu solide a pH=9

Souches Ol |02 |03 |04 |05 |06 |07 |08 |09 010 |O11 |O12 |O13 | O14 | O15 | O16 | O17 | O18 | O19 | O20
Observation + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Souches El |E2 |E3 |E4 |E5 |E6 |E7 |ES |E9 |E10 |E11 |E12 |E13 |E14 |E15 |E16 |E17 |E18 |E19 |E20 |E21 | 1021 | 2011
Observation + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Sur les boites de pétri, toutes les souches ont montré une bonne croissance.

Photo 14 : Croissance des souches sur milieu de culture gjusté a différents pH cultivées a
28°C.
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2.2.Discussion desrésultats des différents pH

Le pH optimal pour la croissance de nos souches est le 6,8. Toutes les souches avaient

une bonne croissance sur les milieux utilisés (liquide et solide).

Les meilleures croissances sont, par la suite, enregistrés aves les pH acalins (8 et 9)
ou toutes les souches ont pousse, conclusion faite aussi par THAMI-ALAMI et al. (2010) qui

ont travaillé sur lavariabilité naturelle des populations de Snor hizobium meliloti au Maroc.

Les travaux d’EL BOUTAHIRI et al., (2010) ont confirmé, en outre, que les
rhizobiums de luzerne sont sensibles aux pH acides (pH 4) et la plupart des souches tolérent
une acidité de pH= 5,5 a 6,0,et que leur croissance a augmenté en milieu alcalin. Seules 6
souches sur 43 souches de la collection ont eu une croissance a pH4. En condition de pH 5,
guel gues souches ont une bonne croissance alors que les autres ont eu une croissance partielle,
confirmée sur milieu gélosé. Ce résultat coincide avec ceux de SATYANARAYANA et
JOHRI (2005) et BLAZINKOV et al. (2010).

A travers ces résultats, nous constatons clairement que les réponses des souches aux
variations de pH sont variées. Quelques unes ont montré une meilleure croissance au pH6
comparativement a celle obtenue au pH 8 et 9, comme le confirme HAMEED et
al.(2014). D’autres preferent le milieu légerement alcalin (pH = 8) qu’acide (pH 6 et 5). Ces

conclusions sont similaires a celles obtenues par NISTE et al. (2013).
3. Lecture des résultats de I’effet du NaCl

Les différentes souches testées présentent une tol érance variable au NaCl
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3.1.Croissance des souchesa [OmM]

L effet de I’absence de I’NaCl dans le milieu de culture sur |a croissance des souches est

illustré par I’ histogramme suivant :

Souches

Figure 13 : Effet de I’'NaCl 0 mM sur la croissance des souches

Les résultats obtenus a la concentration OmM de NaCl montrent une croissance
importante par rapport aux autres, avec une DO moyenne de 0,91. Cette croissance est
traduite par des DO élevées. Les souches qui présentent le meilleur développement sont les
suivantes (DO>1): 06, 018, E17, E14, O5, E5, E3, 019, et 010. Cdle qui présente une
croissance minimale est la souche O3.

Tableaul8. Croissance des souches sur milieu solide a OmM d’NacCl

Souches 01 |02 |03 04|05 06|07 |08 |09 |010 |O11 |O12 |O13 | 014 [O15 | O16 | O17 | O18 | O19 | O20
Observation L IS IS S I I IS S I I + + + + + + + + + +
Souches El |E2 |E3 |E4 |E5 |E6 |E7 |E8 |E9 |E10 |E11 |E12 |E13 |E14 |E15 |E16 |E17 |E18 |E19 |E20 |E21 | 1021 | 2011
Observation + |+ |+ x| + + + + + + + + + + + + +

Sur milieu solide, la totalité des souches ont une prolifération importante en

comparaison aves les autres concentrations en NaCl, tel que montré par la figure ci-dessus.
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Photo 15 : Croissance a0 mM de NaCl cultivées a28°C.

3.1.1. Croissance dessouchesa[40mM]

L’histogramme ci-dessous montre I’effet du NaCl=40 mM sur la croissance des souches

étudiées :
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Figure 14 : Effet de I’NaCl 40 mM sur la croissance des souches

A faible concentration en NaCl égale a 40mM, toutes les souches montrent une bonne
croissance avec une DO moyenne égale a 0,80. Les souches les plus performantes sont E14,
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ES5, E21 (voir la figure 14), par contre la souche qui a enregistré la plus faible croissance est
03 (D0=0.502).

Résultats et discussions

Tableaul9. Croissance des souches sur milieu solide a 40mM d’NaCl

Souches Ol |02 |03 |04 |05 |06 |07 |08 |09 010 |O11 |O12 |O13 | 014 (015 | O16 | O17 | O18 | O19 | O20
Observation + |+ |+ [ + + + + + + + + + +
Souches El |E2 |E3 |E4 |E5 |E6 |E7 |E8 |E9 |E10 |E11 |E12 |E13 |El14 |EI15 |E16 |E17 |E18 |E19 |E20 |E21 | 1021 | 2011
Observation + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Sur milieu solide, les souches ont une croissance importante comme montré par la photo

16. Des colonies nombreuses et bien visibles sont relevées.

Photo 16 : Croissance a40 mM de NaCl cultivées a 28°C.
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3.1.2. Croissance des souchesa[80mM]

étudiées :

Résultats et discussions

Lafigure ci-dessous représente I’effet du NaCl =80mM sur la croissance de souches

1.2

0.8

0.6

0.4

DO a 600 nm

0.2

0.82 0,83 0,82

E10
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E12
E13
E14
E15
E16
E17
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E19
E20
E21
1021
2011

Souches

Figure 15 : Effet de I’'NaCl 80 mM sur la croissance des souches

Les résultats obtenus a la concentration 80 mM montrent une bonne croissance avec

une DO moyenne de 0,71. L’optimum de croissance est présenté par les souches O7, O11, E7,
E11, O13, E4, O9 et 014, dors que laplusfaible est présentée par la souche O3.

Tableau20. Croissance des souches sur milieu solide a 80mM d’NacCl

Souches

o1

02

03

04

05

06

o7

08

09

010

O11

012 | 013 | O14 | 015 [ O16 | O17 | O18 | O19 | O20

Observation

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+ + + + + + + + +

Souches

El

E2

E3

E4

E5

E6

E7

E8

E9

E10

Ell

E12 |E13 |E14 |E15 |E16 |E17 |E18 |E19 |E20 |E21 | 1021

2011

Observation

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+ + + + + + + + + +

L’évaluation de la tolérance des souches a une concentration en NaCl, égale a 80mM

sur milieu solide, a montré que toutes |les souches présentent une bonne croissance.
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Photo 17 : Croissance d’une souche sur milieu de culture a 80 mM
d’NaCl cultivée a 28°C.

3.1.3. Croissance des souchesa[160mM]

L’influence du NaCl=160mM sur la croissance des souches est indiqué dans la figure ci-

dessous :

0,83 0,82 0.81 0,80 0,81

o
o

DO a 600 nm
o
>

583383658385 5385850008 00 E0 0008888

Souches

Figure 16 : Effet de NaCl 2160 mM sur la croissance des souches.

A travers les résultats que nous avons obtenus, nous notons que la croissance a 160mM
de NaCl est inférieure a celle obtenue a 80 mM, avec une moyenne de DO=0,66. L es souches
les plus performantes sont O7, O11, E1, O13, E4, 012, E7, E2, 014, E21, 06, O4, 09, 05,
E19, O17 et E6. Lamoins performante est la souche O3.
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Tableau2l. Croissance des souches sur milieu solide a 160mM d’NaCl

Souches Ol |02 |03 |04 |05 |06 |07 |08 |09 010 |O11 |0O12 |O13 |O14 | 015 | O16 | O17 | O18 | O19 | O20
Observation + |+ |+ [ + + + + + + + + + +
Souches El |E2 |E3 |E4 |E5 |E6 |E7 |E8 |E9 |E10 |E11 |E12 |E13 |E14 |E15 |E16 |E17 |E18 |E19 |E20 |E21 | 1021 | 2011
Observation + |+ |+ [ + + + + + + + + + + + + +

Les résultats obtenus sur milieu solide montrent une croissance remarquable de toutes
les souches.

Photo 18: Croissance d’une souche sur milieu de culture a 160 mM
d’NaCl cultivée a 28°C.
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3.1.4. Croissance des souchesa[320mM]

La figure suivante représente la DO des souches cultivé au milieu Y MB additionné de
320mM d’ NaCl
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Figure 17 : Effet de I’'NaCl 320 mM sur la croissance des souches

La croissance obtenue a cette concentration semble étre affectée sensiblement par la

salinité a 320 mM, par rapport aux autres concentrations précédentes. La DO moyenne est de

0,53. Les meilleures croissances sont enregistrées avec les souches: 014, E7, E4, E2 ,E19
,019, 05, 04, E17, 09 et 06, E15, E3, E14 et E5. La croissance minimale est celle de |la
souche EB.
Tableau22. Croissance des souches sur milieu solide a 320mM d’NaCl
Souches 01 (02 |03 |04 |05 |06 |07 |08 |09 |0O10 [O11 |0O12 | O13 | O14 | O15 | 016 | O17 | O18 | 019 | O20
Observation + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Souches El |E2 |E3 |E4 |E5 |E6 |E7 |E8 |E9 |E10 |E11 |E12 |E13 |E14 |E15 |E16 |El7 |E18 |E19 | E20 | E21 | 1021 | 2011
Observation + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Sur milieu solide, latotalité des souches montrent une croissance.




I chapitrel11- Résultats et discussions

Photo 19 : Croissance d’une souche sur milieu de culture a 320 mM
d’NaCl cultivée a 28°C.

3.1.5. Croissance des souches a [640mM]

L’ histogramme ci-dessous montre I’effet du NaCl=640mM sur la croissance des souches

étudiées :

0,78 5 73 . 0,79

o
o

o
o
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Figure 18 : Effet de I’'NaCl 640 mM sur la croissance des souches

La figure 18 montre que la croissance des souches est affectée par cette salinité élevée.
La DO moyenne enregistrée est de 0,44. Les souches les plus résistantes a I’élévation de la

sdinité sont : E21, 018, O20 et E9. Laplus sensible est la souche ES3.
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Résultats et discussions

Tableau23. Croissance des souches sur milieu solide a 640mM d’NaCl

Souches Ol |02 (03 |04 |05 |06 [O7 |08 |09 | O10 |O11 |O12 | 013 | Ol4 | 015 | O16 | 017 | O18 | 019 | O20

Observation + |+ |+ [ + + + + + + + + + +

Souches El |E2 |E3 |E4 |E5 |E6 |E7 |ES8 |E9 |E10 |E11 |E12 |E13 |El14 |E15 |E16 |E17 |E18 |E19 |E20 |E21 | 1021 | 2011

Observation + |+ |+ [ + + + + + + + + + + + + +
Sur milieu solide, toutes les souches sont capables de croitre d’une fagon moins

importante que celles trouvées a la concentration 320mM d’NaCl.

Photo 20 : Croissance a 640 mM de NaCl a28°C.




N chapitrel11- Résultats et discussions

3.1.6. Croissance des souchesa[1280mM]

L’action du NaCl=1280 mM sur la croissance des souches est illustré par |”histogramme

sulvant :
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1
€
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Figure 19 : Effet de NaCl 41280 mM sur la croissance des souches

A la concentration 1280 mM de NaCl, la croissance est trés fortement inhibée par la
salinité devée. Toutes les souches ont une trés faible croissance. La DO moyenne de cette
concentration est de 0,10 seulement. Les souches O1, E2, 019, O13 ont eu une certaine

croissance (DO > 0.2) mais qui reste tresfaible.

Tableau24. Croissance des souches sur milieu solide a 1280mM d’NaCl

Souches 010203 |04|05|06|07|08|09|010| 011 [ 012 | O13 | O14 | O15 | O16 | O17 | O18 | O19 | O20

Observation

Souches El |E2 |E3 |E4 |E5 |E6 |E7 | E8 | E9 | E10 | E11 | E12 | E13 | E14 | E15 | E16 | E17 | E18 | E19 | E20 | E21 | 1021 | 2011

Observation

Sur milieu solide, aucune croissance n’est observee pour la totalité des souches.
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Photo20 : aucune colonie observée a 1280 mM

Photo22 : exemple de la souche O10, cultivée sur milieu YEM a
différentes concentration d’NaCl cultivées a 28°C.

3.2. Discussion des résultats de I’effet de la Salinité

De grandes variations ont été enregistrées entre les différentes souches de S. meliloti en
fonction de leur tolérance au sel. Le point commun entre elles est que leur optimum de
croissance se situe entre 0 et 40 mM. A 1280 mM, la croissance des souches était fortement
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ralentie comparativement aux autres concentrations. Trois niveaux de résistance ont pu étre

distingués :
Groupe 1 : Lessouches sensibles aux salinités élevees

Regroupe la majorité des especes Sinorhizobiennes étudiées (65%). Elles ont montré
une croissance maximale a des niveaux de sel inférieurs 240 mM, et une croissance faible aux
concentrations élevées en NaCl (croissance a 640 mM, DO <0,4 ; croissance a 1280mM,
D0O<0,2). Donc, le NaCl a considérablement diminué la croissance de la plupart des souches
comme I’ont confirmeé TALEBI et al. (2008) en Iran et HADADI et al ., 2012 a Oman.

Groupes 2 : les souches supportant les concentrations élevées d’NacCl

Sept souches ont montré une croissance importante a des concentrations supérieures a
320 mM. RODELAS GONZALEZ et GONZALEZ-LOPEZ (2016) confirment que
Snorhizobium meliloti toléerent 300 mM d’NacCl, ce qui est le cas pour nos sept souches ou
leur croissance reste importante méme a 640 mM (DO>0.5 a 640 NaCl).

Nos résultats sont aussi en concordance avec ceux d’ELBOUTAHIRI et al. (2010),
ainsi que RAY et WARD (2006) ou ils confirment que les espéces de Snorhizobium meliloti
croissent au-dessus de 600 mM.

Groupe 3 : Les souches préférant les concentrations tres élevées d’NacCl

Sept souches avaient une croissance aux fortes concentrations, meilleure que celle des
plus basses concentrations. Ce cas est similaire a celui enregistré par ABDEL-AZIZ et al.
(2008), dans les sols d’Arabie Saoudite, ou certains de leurs souches de Snorhizobium
meliloti ont cru 4425 mM mieux qu’a 170 mM. Ainsi HADADI et al., 2012

Parmi ces souches, quatre ont dépassé |laDO=0.7, ce chiffre coincide avec celui obtenu
par MRABET et al. (2010) au Maroc.
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4. Lecturedesrésultatsderésistance aux Antibiotiques
4.1. Résistances des souches a I’ensemble des antibiotiques

La figure suivante représente résistances des souches a I’ensemble des antibiotiques

=
o

total de resistances

O R N WA ULO N O O
_

Souches

Figure 20 : Résistances des souches a I’ensemble des antibiotiques

La figure 22 montre que les souches les plus résistantes aux antibiotiques sont 04, O5
et 018 avec huit résistances et deux sensibilités seulement & CT et AN. La souche la plus
sensible est la E21 qui a résisté a 3 antibiotiques uniquement (C, AMX et P). Les autres

montrent une large diversité de réponses indiquant une grande différence entre elles.
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4.1.1. Réponsesdes souches aux antibiotiques utilisés

L histogramme ci-dessous représente la Réponses de I’ensemble des souches auix
antibiotiques utilisés :
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Figure 21 : Réponses des souches aux antibiotiques utilisés

La plupart des souches étudiées se sont montrées résistantes & 1’ Amoxicillin (100%),
Pénicilline (97%), Erythromycine (97%), Chloramphénicol (78%), et I’ Acide fusidique
(75%). Néanmoins, elles se sont montrées sensibles a I’ Amikacine (29%), Spiramycine
(27%), Kanamycine (27%), Vancomycine (16%) et Colistine (13%).



Résultats et discussions

Photo 23 : Resistance aux antibiotiques chez quel ques souches

Discussion des resultats de test d’Antibiotiques

La quasi-totalité des souches ont résisté a la Pénicilline et a Erythromycine (une
souche seulement s’est montré sensible envers P, et une autre envers E). Selon VELAZQUEZ
et RODRIGUEZ-BARRUECO (2007), Snorhizobium meliloti et Snorhizobium medicae
résistent a la Penicilline, I’Erythromycine. Nos résultats vont avec ceux obtenus par
SABZEVAR et MOGHADDAM (2012) qui ont montré gue certaines de leurs souches étaient
sensibles alaVancomycine.

Sélection des souches efficientes :

Tableau 25. Représentation des souches les plus efficientes par rapport aux différents
parametres étudiés.

L es souchesles plus efficientes

Parameétre

S 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1. Températures

4°C 2011 | 1021 | E12 | E21 | E7 | E11 | @28 | E3 | E10 | 013

28°C O3 | O19 | 09 | 04 | 012 | 013 | @O | 08 | O7 | 016

37°C 02 03 04 05 O6 | O11 | O14 | O16 | E3 E1ll

45°C 04 05 o8 012 ES | E18 | E19 | E20 | EY E21

2. Salinités
0mM O6 | ©O18 | E17 | E14 | O5 | E5 | E3 | 019 | E10 | E13
AOMM- 1 E1s | B8 | ES Ezéj Elows| E11 | 018 | 014 | E2 | E3
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80 mM O7 | O11 | E7 | E11 |013| 04 | 09 | 014 | E15 | E19
160mM | O7 | O11 |E11| O13 | E4 | E7 | E2 | O14 | E21 | 06
320mM | O14 | E7 E4 E2 | E19 | 019 | O5 | 04 | E17 | 0906
640mM | E21 | ©O18 | @28 | FE9 E7 | E2 | E6 | 010 | 012 | E5
1280mM | O1 E2 | 019 013 | E6 | E5 | E19 | [Ofi | 2§ | 018

3. pH
4 o7 O8 | 013| O16 | E17 | 018 | 019 | E1 | E8 | OM
5 O16 | OFf [018| o019 |BBE | E10 | E21 | E20 | E16 | O3
6 02 05 E2 El | E12 |E14| 09 O | 06 | 020
6,8 O3 | 019 | 09 | 04 |012| 013 |B#E | 08 | Oo7 | 016
8 05 01g/ OlE3| 02 | 09 | 012 | 013 | 014 | Bl | B2
9 o1 02 | 03| 04 | ©5 | 06 | 012 | BFi | E14 | E17
3. Antibiotiques
P Toutes les souches, sauf E11
SP O3 | 04 |0O16] 018 | E3 | E10 | E11 | E13 | E14 | E16
VA o4 | 05 |o11| B2
AMX Toutes les souches
E Toutes les souches, sauf E21
C Toutes les souches, sauf 019, 06, 09, O10 et O11
FC Toutes les souches, Sauf O11, E3, E4, E5, E21, E18, E16 et E15.
AK O3 | 04 | 05| 011 [012| 014 | O18 | E6 | E13
CT E9 | E15 | E16
AN E20| ©5 | E5 | @88 | o190 B8 012 | 013 | 014 015/ E

[ 1-=04, (=05, Blo1s, [bi3, b1z, Mo

A partir de ce tableau, nous avons retiré les 6 souches ayant le plus grand nombre de présence.
Il s’agit de la 04, O5, 013 et O17 avec 15 presences chacune, suivies par la O18 et la 020
avec 13 présences.il est a signaler que ces souches appartiennent toutes a la région de

Quargla.
Caractéristiquesde La souche O4 :

Cette souche est apparue parmi  les 10 meilleures souches résistantes a des
températures élevées (37°C et 45°C). Sarésistance a la salinité est moyenne (80 et 320 mM).
Pour le pH, elle se porte mieux en condition neutre et alcaline. Sa résistance aux antibiotiques

est éevée avec une moyenne de 80%.

Caractéristiquesde La souche O5:
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Elle résiste a des températures élevées (37°C et 45°C). Elle tolére seulement des
concentrations de salinité moyennes (0, 40 et 320 mM), un pH alant de 6 a 9. Elle a

enregistré, en outre, une forte résistance aux antibiotiques (80%).
Caractéristiquesdela souche O13:

Elle apparait comme résistante aux températures basses (4 et 28 °C). Sa tolérance a la
salinité est large (de 40 a 1280 mM). Sarésistance au pH va de : acides jusqu’a I’alcalins en
passant par |e neutre. Elle arésisté a 60% des antibiotiques.

Caractéristiquesde La souche O17

Sameilleure croissance est alatempérature 28°C. Elle a marqué une faible tolérance a
la forte salinité (1280mM), peut se développer a un pH acide, légérement acide, |égérement

alcalin et acalin, et sarésistance est élevée face aux antibiotiques éudiés (70%)
Caractéristiques de La souche O18

Elle peut croitre a de faibles et hautes concentrations en NaCl (0, 640, 1280mM),
tolérante a des pH acides (4 et 5) et résistante a 80% des antibiotiques. Son expression face

aux températures est moyenne.
Caractéristiques dela souche 020

Elle peut tolérer des températures basses (4°C), se classe parmi les dix meilleures
souches résistantes a de hautes concentrations en NaCl (640, 1280 mM), préfere des pH
légérement acide (pH=6) et Iégerement alcalin (pH=8), et sa résistance est élevée face aux
antibiotiques (70%).

La description détaillée des caractéristiques phénotypiques de ces souches montre que
celles-ci peuvent constituer un bon inoculum et rentrer dans les campagnes visant & améliorer

les productions de laluzerne au milieu saharien.
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Conclusion
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La salinité, I’alcalinité et la sécheresse sont les contraintes abiotiques majeures qui
entravent la productivité de la luzerne (Medicago sativa) dans les régions arides et semi-

arides.

Une collection de souches, appartenant au genre Sinorhizobium, est étudiée par rapport
asatolérance aune forte teneur en sel, aux pH, aux températures €l evées et aux antibiotiques

afin de séectionner les plus adaptées a ces conditions environnemental es.

Les résultats obtenus montrent que parmi les 43 souches éudiées, 6 se sont montrées
plus efficaces par rapport aux autres, a savoir : 04, 05, 013 ,018, 019 et la O20. Il est a

noter que ces souches proviennent de larégion de Ouargla.

Les souches qui résistent aux hautes températures (37°C et 45°C) sont les O4
et O5. bien que les souches qui poussent le mieux a des températures basses (4°C)
sont O13 et O20.

En ce qui concerne le pH, la souche O17 tolere toutes les concentrations de
pH ; O13 et O19 pousse en milieu acide (pH<5) ; O4 et O5 poussent en milieu alcalin
(pH>8).

Les souches O17 et O20 sont des souches haophiles et poussent a des
concentrations de NaCl >320 mM.

Les souches O4 et O18 ont pu résister a 80 % des antibiotiques, tandis que les
souches O5, 017 et 020 I’ont été a 70%

En prenant en considération les conditions pédoclimatiques qui regnent en

milieu saharien, les souches qui peuvent constituer un inoculum efficace sont la O4 et la O5,
car ces deux larésistent le mieux aux hautes températures (>37°C), a de moyennes salinités
(320 mM), ne sont pas affectées par I’alcalinité du milieu et résistent a 80% des antibiotiques.

Ces souches sélectionnées peuvent constituer de futures candidates pour d’éventuelles
compagnes d’inoculation de la Luzerne dans les sols sahariens, particuliérement a El Oued et

Ouargla.

Ce travail n’est qu’une partie, parmi d’autres, qui traite les symbioses fixatrices d’azote
entre laluzerne et le Snorhizobium meliloti. 1l peut constituer une base fiable pour d’autres
travaux traitants la méme problématique. Il est impératif le compléter par d’autres visant a

définir le meilleur couple symbiotique Snorhizobium meliloti et la variété locale de luzerne,
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conduisant a améliorer les rendements en fourrage. Une caractérisation moléculaire du
microsymbiote s’impose pour une profonde compréhension des réeponses de ces souches dans

un contexte pédoclimatique contraignant.
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'lpi. Solide(YEMA)

Photo 1 : Préparation des milieux de culture

Photo2 : Stérilisation des milieux de cultures dans un autoclave




Ensemencement sur YEMA

Ensemencement sur YMB

Photo 3 : ensemencement des souches

Inc

Photo 4 : Incubation des souches




Photo 5 : Homogéné sation des suspensions bactériennes &
I’aide d’un Vortex

Photo 6 : Remplissage des cuves |es suspensions bactériennes de
chague souche.




Photo 7 : Masure de laDO avec un spectrophotomeétre a flamme.

Photo 8 : réalisation de test de résistance aux antibiotiques sous hotte a
flux luminaire horizentale
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Résume
Effet des différentsfacteurs prédominants dansles sols sahariens sur la croissance des
souches autochtones de Sinor hizobiums méeliloti

Quarante et une souches de S norhizobium meliloti ,nodulant la Luzerne (Medicago sativa L.),
provenant de deux régions sahariennes (Ouargla et El Oued), ont été utilisées dans cette étude.
Ces souches ont été caractérisées sur le plan phénotypique. L’analyse de leurs réponses face
aux facteurs préedominants dans les sols sahariens (résistance a la salinité, aux variations de
pH et de températures et |a résistance aux antibiotiques) a permis de mettre en évidence une
large diversité au sein de ces collection Sinorhizobienne étudiée.

Les résultats obtenus ont permis, parmi les 41 souches, de sélectionner six souches présentant
les meilleures caractéristiques adaptatives, vis-avis des facteurs pédoclimatiques étudiés, sont
respectivement : O4, 05, 013, 018, 019 et O20.

Il est & noter que toutes les souches sélectionnées proviennent de la région de Ouargla. Elles
peuvent constituer un inoculum bactérien efficace, bien adapté aux sols sahariens et
conduisant a I’accroissement des rendements fourragers chez la plante hote, qui est 1aluzerne.
Mots clés: Sahara, Réponses adaptatives, Snorhizobium meliloti, Caractérisation

phénotypique, inoculum bactérien.

Abstract

Effect of different factors predominant in Saharan soil on the growth of indigenous

strains Sinor hizobiums médiloti

Forty-one strains of Sinorhizobium meliloti, nodulating Alfalfa (Medicago sativaL.) from two
Saharan regions (Ouargla and El Oued), were used in this study. These strains have been
characterized phenotypically. The Anaysis of their responses to the predominant factors in
Saharan soils (resistance to salinity, variation in pH, temperature and antibiotic resistance)
helped to highlight awide diversity within these collection of Snor hizobium studied.

The results obtained allowed among the 41 strains, selecting six strains with the best adaptive
characteristics, against the soil and climatic factors studied are respectively: O4 O5, O13,
018, 019 and O20.

It should be noted that al the strains selected from the region of Ouargla. They can be an
effective bacterial inoculum, well adapted to the Saharan soil and leading to increased forage
yields in the host plant, which is alfalfa.



Keywords: Sahara, Adaptive responses, Sinorhizobium meliloti, phenotypic characterization,

bacterial inoculum.
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