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La symbiose rhizobium-luzerne : étude de la diversité rhizobiale et essais d’inoculation  

en vue d’améliorer les rendements en fourrage dans le Sahara septentrional est-algérien 

Résumé  

Ce travail a été réalisé pour évaluer la diversité génétique et phénotypique au sein d’une 

collection de quarante-huit souches bactériennes isolées à partir des nodosités racinaires de la 

luzerne cultivée (Medicago sativa L.) et de tester leur efficacité symbiotique vis-à-vis de la 

plante hôte par des tests d’inoculation ex situ.  

La caractérisation phénotypique a montré une diversité de réponses. Les souches présentaient 

un large spectre de tolérance au NaCl et aux pH alcalins et neutres. En général, toutes les 

souches ont présenté une bonne croissance à 28 °C et 37 °C et une mauvaise croissance aux 

températures extrêmes (4°C et 45°C). Les souches testées aux différents types d'antibiotiques 

étaient visiblement différentes. La taxonomie numérique a placé les souches provenant de 

Ouargla et d’El Oued dans une classe et celles  de Ghardaïa dans une autre. Les souches de 

références Sm1021 et Sm2011 sont classées dans une classe à part, plutôt proche de celle de 

Ghardaïa. 

L’évaluation de la position taxonomique des souches de la collection a montré leur affiliation 

au genre Sinorhizobium. L’analyse phylogénétique a montré l’existence de deux groupes 

distincts où les souches du premier groupe, d’origine de la région de Ghardaïa, appartiennent 

aux espèces S. meliloti et S. kummerowiae. Les souches composant le groupe II, originaires 

des régions de Ouargla et d'El Oued, ont été séparées des souches de référence et suggèrent 

que celles-ci pourraient représenter une lignée différente des espèces déjà définies. La 

classification résultant de l'analyse du gène nodC  reflète la spécificité d'hôte, tandis que la 

phylogénie basée sur les gènes chromosomiques est indépendante de la plante hôte.       

Il a été constaté que les stress hydrique et salin réduisaient de manière significative la 

nodulation, la croissance et le rendement de la luzerne. L'inoculation avec les souches 

sinorhizobiennes a amélioré la capacité de la plante à résister aux stress. Les réponses des 

plantes étaient clairement différentes selon les souches inoculantes. Nos résultats ont montré 

que les souches Sm2011 et O152 formaient les meilleurs couples symbiotiques en conditions 

limitantes en eau et la souche O172, halotolérante  in vitro, l’a confirmé aussi in vivo et  a 

fourni aux plantes des avantages majeurs qui leur ont permis de résister au stress important de 

80 mM de NaCl.  

Nous avons obtenu une masse importante d’informations sur les souches rhizobiennes locales  

nodulant M. sativa et sur l’utilisation de celles-ci comme inoculants efficaces pour 

l’amélioration des rendements fourragers dans un contexte saharien marqué par des 

contraintes pédoclimatiques majeures.                                                                                         

Mots clé: Symbiose, Medicago sativa L., rhizobia, biodiversité, inoculation, stress salin, 

stress hydrique, Sahara, Algérie. 

 

 

 

 



Rhizobium-Alfalfa symbiosis: study of rhizobial diversity and inoculation trials to 

improve forage yields in the north-eastern Algerian Sahara 

Abstract  

This work was carried out to evaluate genetic and phenotypic diversity in a collection of 

forty-eight bacterial strains isolated from the root nodules of cultivated alfalfa (Medicago 

sativa L.) and to test their symbiotic efficacy against the host plant by inoculation tests. 

Phenotypic characterization showed a diversity of responses. The strains exhibited a broad 

tolerance spectrum to NaCl and alkaline and neutral pH. In general, all strains showed good 

growth at 28 °C and 37 °C and poor growth at extreme temperatures (4 °C and 45 °C). Strains 

tested for different types of antibiotics were visibly different. The numerical taxonomy has 

placed strains from Ouargla and El Oued in one class and those from Ghardaïa in another. 

The reference strains Sm1021 and Sm2011 are classified in a class by themselves, rather close 

to that of Ghardaïa. 

The evaluation of the taxonomic position of the strains showed their affiliation to the genus 

Sinorhizobium. Phylogenetic analysis has shown the existence of two distinct groups where 

the first group strains, originating in Ghardaïa, belong to the species S. meliloti and S. 

kummerowiae. Group II strains, originating in Ouargla and El Oued, have been separated 

from the reference strains and suggest that they may represent a different lineage from the 

already defined species. The resulting classification of the nodC gene analysis reflects host 

specificity, while phylogeny based on chromosomal genes is independent of the host plant. 

Water and salt stress were found to significantly reduce nodulation, growth and yield of 

alfalfa. Inoculation with strains of Sinorhizobium improved the plant's ability to resist stress. 

The responses of the plants were clearly different according to the inoculant strains. Our 

results showed that strains Sm2011 and O152 formed the best symbiotic pairs under water-

limiting conditions, and the O172 strain, halotolerant in vitro, also confirmed it in vivo 

provided the plants with major advantages that allowed them to withstand high stress of 80 

mM NaCl. 

We obtained a large amount of information on the local rhizobial strains nodulating M. sativa 

and on the use of these as effective inoculants for the improvement of forage yields in a 

Saharan context marked by major pedoclimatic constraints. 

Key words: symbiosis, Medicago sativa L., rhizobia, biodiversity, inoculation, salt stress, 

water stress, Sahara, Algeria. 
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حراء الأعلاف في الصها لتحسين مردودية تلقيحالريزوبيا وتجارب لتنوع لدراسة  : بكتيريا الريزوبياالفصة وارتباط 

 الشمالية الشرقيةالجزائرية 

 ملخص

 العقدمن ة وأربعين سلالة بكتيرية معزولة المظهري في مجموعة من ثمانيو  الجيني هذا العمل لتقييم التنوع  الشروع فيتم 

اختبارات  انجاز عن طريق ةالمضيفمع النبتة ( ولاختبار فعاليتها التكافلية .Medicago sativa L) لنبتة الفصةالجذرية 

 التلقيح.

الحموضة. بشكل  وللملوحة واسعة  مقاومةسلالات الأظهر التوصيف المظهري مجموعة متنوعة من الاستجابات. أظهرت 

درجة مئوية وضعف النمو في درجات الحرارة  37درجة مئوية و  28عام ، أظهرت جميع السلالات نموًا جيداً عند 

نواع مختلفة من المضادات الحيوية السلالات لأ اجابات  باراخت نتائجدرجة مئوية(. كانت  45درجات مئوية و  4القصوى )

 تصنفأخرى.  فيي في فئة واحدة وتلك من غرداية مختلفة بشكل واضح. وضع التصنيف الرقمي سلالات ورقلة والواد

 غرداية. سلالات في فئة بمفردها ، قريبة إلى حد ما من Sm2011و  Sm1021السلالات المرجعية 

. أظهر التحليل الوراثي وجود Sinorhizobiumالتصنيفي لسلالات المجموعة انتماءهم إلى جنس  أظهر تقييم الوضع

 .Sو  S. melilotiمجموعتين متميزتين حيث تنتمي سلالات المجموعة الأولى ، من أصل غرداية ، إلى النوعين 

kummerowiae السلالات المرجعية  بعيدا عنورقلة والوادي ،  تنتمي الىسلالات المجموعة الثانية ، التي  تصنيف. تم

خصوصية  nodC ةعكس التصنيف الناتج لتحليل الجين. يحاليا المعروفةوتشير إلى أنها قد تمثل سلالة مختلفة عن الأنواع 

 ومات مستقلة عن النبات المضيف.زلالة المستندة إلى جينات الكروموالمضيف ، في حين أن الس

 النبتةقدرة  حسن من Sinorhizobium بسلالاتالتلقيح نمو البرسيم. ر حد بشكل كبيي لوحة والجفافبينت النتائج ان الم

. كانت استجابات النباتات مختلفة بشكل واضح وفقاً لسلالات التلقيح. أظهرت نتائجنا أن السلالتين هده العوامل على مقاومة

Sm2011  وO152 د من المياه ، وأن سلالة شكلتا أفضل أزواج تكافلية في ظل ظروف الحO172  ت النباتات بمزايا زود

 .غل 4.5 الى الملوحةلتحمل ارتفاع  اكبيرة سمحت له

 فعال كسماد طبيعي يمكن استخدامهاالمحلية التي  زوبيارياللقد حصلنا على مجموعة كبيرة من المعلومات حول سلالات 

 .ةصحراويال المناطق لتحسين محاصيل الأعلاف في 

،  مقاومة الجفاف ، مقاومة الملوحةريزوبيا ، التنوع البيولوجي ، التلقيح ، ال، الفصة  التعايش ، الكلمات المفتاحية:

 .الجزائر الصحراء،

https://www.natureasia.com/ar/nmiddleeast/article/10.1038/nmiddleeast.2011.168
https://www.natureasia.com/ar/nmiddleeast/article/10.1038/nmiddleeast.2011.168
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Dans les zones agricoles où la disponibilité en azote (N) est faible, ce dernier est 

fourni aux cultures sous forme d'engrais pour obtenir de meilleurs rendements (White et 

Brown, 2010). La production et l'utilisation d'engrais azotés à l'échelle industrielle  ont 

augmenté la productivité agricole mondiale, mais, dans la plupart des cultures intensives, 

l'azote appliqué n'est pas utilisé par les plantes dans sa totalité et une partie est perdue par voie 

gazeuse (dénitrification et volatilisation) et par lixiviation dans le sol (Cheloufi, 1991 ; 

Francis et al., 1993). En raison de sa solubilité, nécessaire à l'absorption et à l'assimilation 

faciles par les plantes, l’azote minéral (NH4
+ et NO3

-) provenant des engrais azotés peuvent 

s'écouler dans les eaux de surface ou  dans les eaux souterraines (Hirel et al., 2011). L'eau 

contaminée par les nitrates n'est pas potable et à des concentrations élevées peut être nocive 

pour la santé humaine (Cheloufi et al., 1990 ; Bryan et Van Grinsven, 2013). L'utilisation 

d'engrais contribue aussi à la pollution de l'environnement (White et Brown, 2010), non 

seulement par lessivage dans le sol, mais également par la production de gaz à effet de serre 

lors de leur synthèse (Galloway et al., 2008) et l’eutrophisation des milieux aquatiques 

(Vance, 2001). Par conséquent, pour des raisons économiques et environnementales, 

l'utilisation des engrais azotés doit être pratiquée avec précaution et une gestion durable est 

nécessaire pour la production agricole future (White et Brown, 2010). 

Pendant des siècles, les légumineuses (Fabaceae) ont été utilisées dans les rotations 

des cultures pour intégrer l'azote dans les systèmes agricoles, évitant ainsi le besoin de 

fertilisation azotée (Geddes et al., 2015). Ce phénomène est dû à l'interaction symbiotique 

avec les bactéries diazotrophes du sol connues collectivement sous le nom de rhizobiums 

(rhizobia). Ce processus biologique permet d’assurer tout ou une partie des besoins en azote 

des Fabaceae, selon les espèces et selon les conditions de milieu (Vertes et al., 2015) et 

apporte au sol des quantités pouvant atteindre plusieurs centaines de kilogrammes d'azote 

ha/an (Calvet, 2003), ce qui équivaut à environ 40 millions de tonnes d'azote dans les 

systèmes agricoles de manière naturelle et durable (Kryvoruchko et al., 2017) avec un coût 

énergétique de la fixation biologique de l'azote inférieur à celui d'une production équivalente 

d'engrais de synthèse (Hirel et al., 2011). 

Au-delà de cet aspect agronomique, certaines espèces de plantes non cultivées et 

d’arbres de la famille des légumineuses sont aussi d’un grand intérêt écologique dans les 

écosystèmes naturels en permettant la colonisation de milieux pauvres en azote grâce à cette 
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capacité symbiotique. On estime que 45 millions de tonnes d’azote sont fixées par les 

légumineuses dans les écosystèmes naturels (Graham et Vance, 2003). 

 Afin d'améliorer le rendement des cultures de légumineuses dans des environnements 

les plus défavorables, comme dans le cas des terres arides avec climat Saharien de l’Algérie 

qui représentent environ 80% de la surface totale du pays (Le Houerou, 1975), les cultivars 

tolérants au stress doivent être associés à des rhizobiums tolérants aussi au stress (Laranjo et 

Oliveira, 2006).  

Bien que soumis à des conditions défavorables et contraignantes, les sols sahariens 

offrent des conditions plus ou moins favorables pour l’installation d’une microflore 

diversifiée et adaptée aux conditions du milieu, représentée respectivement par des bactéries, 

des champignons et des algues (Sabaou et al., 1998 ; Bazzine et Hamdi Aissa, 2014 ; Karabi 

et al., 2016 ). En outre, au Sahara septentrional, les conditions environnementales très rudes et 

très contraignantes n’ont pas empêchées l’existence de zones géomorphologiques offrant des 

conditions plus ou moins favorables pour la survie et la prolifération d’une flore spontanées 

saharienne caractéristique et adaptée (Chehma, 2006). L’espace agricole dans le Sahara 

algérien a connu aussi une dynamique inhabituelle depuis quelques décennies, notamment à 

partir des années 80 du siècle passé (promulgation de la loi 18/83 portant APFA), rendue 

possible par la présence de terre potentiellement cultivable (Otmane et Kouzmine, 2013) et 

surtout par la mobilisation des ressources en eau en provenance des nappes aquifères 

profondes (nappes du Continental Intercalaire et du Complexe Terminal) (Idder et al., 2014). 

 La luzerne cultivée (Medicago sativa L.), objet de cette thèse, est la plus importante 

culture de légumineuses fourragères dans les zones arides et semi-arides de l’Afrique du Nord 

(Elboutahiri et al., 2010). En Algérie, la superficie consacrée à la luzerne pérenne représente 

0,37 à 0,71% de la superficie totale consacrée aux cultures fourragères. Paradoxalement, dans 

le Sahara, sa culture est de loin la principale espèce fourragère cultivée (Chaabena et al., 

2012). Cette espèce est une légumineuse fourragère vivace qui a une excellente valeur 

nutritive, une digestibilité élevée et un rendement de biomasse élevé et contribue à 

l'incorporation de grandes quantités d'azote (jusqu'à 250 kg/ha/an), avec un avantage 

économique conséquent, aidant à réduire l'application d'engrais synthétiques (Campillo et al., 

2003 ; Carlson et Huss-Danell, 2003, Jensen et Hauggaard-Nielsen, 2003). Comme de 

nombreuses légumineuses, la luzerne est capable de former une symbiose avec les bactéries 

du sol appelées rhizobiums. Cette symbiose peut satisfaire totalement ou partiellement la 
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demande en azote de la plante légumineuse hôte. Cependant, la quantité d'azote fixée dans les 

sols arides dépend de plusieurs facteurs, dont les génotypes de plantes hôtes et de rhizobiums, 

la sécheresse et la salinité, les températures élevées, le pH et la carence en éléments nutritifs 

(Zahran, 1999, Cacciari et al., 2013).   

Une meilleure connaissance du fonctionnement de l’interaction symbiotique entre la 

luzerne et son microsymbiote contribue à la résolution des problèmes limitant leur expression 

efficace. Ainsi, les principaux objectifs fixés dans cette étude sont :  

i) Evaluation de la biodiversité des micro-organismes symbiotiques nodulant la 

luzerne dans les régions d’étude. La biodiversité rhizobienne implique des techniques 

permettant de déterminer les caractéristiques à la fois génotypiques et phénotypiques des 

souches de la collection en vue de sélectionner les souches les plus performantes pour des 

applications potentielles. Certaines études, menées dans le nord-est du Sahara algérien, ont 

examiné la diversité des rhizobiums associés aux légumineuses spontanées telles que Genista 

saharae (Chaich et al., 2016) et Medicago littoralis et Melilotus indicus (Baba Arbi et al., 

2015). Mais, jusqu'à présent, on en sait très peu sur la diversité des souches rhizobiennes 

nodulant les populations sahariennes et les variétés de luzerne, bien que la symbiose luzerne-

Sinorhizobium est l'une des associations plantes-microbes les mieux étudiées (Carelli et al., 

2000; Bena, 2001 ; Bena et al., 2005, Saidi et al., 2009, Elboutahiri et al., 2010). La littérature 

scientifique parle de deux espèces étroitement apparentées qui sont capables de noduler la 

luzerne: Sinorhizobium meliloti et Sinorhizobium medicae (De Lajudie et al., 1994, Rome et 

al., 1996). L'espèce S. meliloti a été décrite en premier, puis divisée en S. meliloti et S. 

medicae selon les caractéristiques phénotypiques et génomiques (Rome et al., 1996). 

Sur le plan génétique, le développement de la taxonomie polyphasique (phénotypique, 

génotypique et phylogénétique) et l'utilisation de l'ADNr 16S comme marqueur taxonomique 

ont conduit à de nombreux changements dans la taxonomie des rhizobiums (Vandamme et al., 

1996; Zakhia et de Lajudie, 2006). Un gène hautement conservé comme l'ADNr 16S ne 

convient pas à la discrimination d'espèces étroitement apparentées et l’utilisation de la MLSA 

(multilocus sequence analysis), de plusieurs gènes codant pour des protéines (atpD, recA et 

glnII), ont été récemment utilisée (Gupta, 1998, Gao et al., 2001, Martens et al. 2007, Silva et 

al., 2007, Chen et al., 2008 ; de Lajudie et al., 2019) et leurs phylogénies sont compatibles 

avec les phylogénies correspondantes du gène ADNr 16S (Gaunt et al., 2001, Martens et al., 

2007, Zhang et al. 2012).  
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Sur le plan phénotypique, Latrech et al. (2017) indiquent que la caractérisation 

physiologique de différentes souches de rhizobia nodulant la luzerne est utile pour déterminer 

l'ampleur des variations physiologiques entre souches et pour exploiter ces variations afin de 

sélectionner des souches hautement performantes en matière de fixation d’azote et de 

tolérance dans différentes conditions.  

ii) Amélioration de la croissance de la luzerne sous stress hydrique et salin par 

inoculation avec des souches locales de rhizobia. La sécheresse et la salinité sont les 

facteurs de stress les plus importants et les plus répandus pour les plantes dans de nombreuses 

régions du monde, en particulier dans les régions arides et semi-arides (Madhava et al., 2006 ; 

Bertrand et al., 2015) et peuvent limiter sévèrement les activités des légumineuses et des 

rhizobia.  

 Il existe plusieurs raisons pour un déficit en eau dans les plantes; Il s'agit notamment 

des faibles précipitations, de la salinité, des températures basses et élevées, de la forte 

intensité lumineuse, etc. (Salehi-Lisar et Bakhshayeshan-Agdam, 2016). Le déficit en eau 

affecte négativement la croissance et le développement des plantes, et sa fréquence restreint 

considérablement la productivité agricole. Elle influence les aspects liés au développement 

des plantes, tels que la diminution du taux de photosynthèse, la réduction de la surface des 

feuilles et la fermeture des stomates (Boyer, 1982). De même, la croissance et l'activité des 

micro-organismes fixateurs de N2 sont extrêmement limitées par la sécheresse (Zahran, 1999). 

Par conséquent, comprendre et améliorer le mécanisme de tolérance du rhizobium et de la 

luzerne à l’environnement aride sera utile pour améliorer la productivité en matière sèche.  

 La salinité des sols réduit la production agricole dans le monde entier. Il est estimé que 

près de la moitié des terres irriguées du monde sont touchées par la salinité (Manchanda et 

Garg, 2008). La présence de sel dans la solution du sol affecte les plantes en réduisant leur 

capacité d'absorption d'eau, entraînant un ralentissement de la croissance ainsi que les effets 

toxiques des ions de sel s'accumulant à l'intérieur de la plante (Munns et al., 2006). Il a été 

établi que les rhizobia sont, en général, plus tolérants au stress salin que la plante hôte, mais 

que la croissance et la survie des souches rhizobiennes varient considérablement en stress 

salin (Soussi et al., 1998; Swaraj et Bishnoi, 1999). Il a été suggéré qu'une combinaison de 

cultivars et de rhizobia tolérant au stress salin pourrait conférer des avantages synergiques à la 

capacité des légumineuses à se développer et à survivre dans des conditions salines (Hashem 

et al., 1998; Nogales et al., 2002). 
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 Afin d’atteindre ces objectifs, notre thèse sera organisé de la manière suivante :  

- Un premier chapitre consacré à une synthèse bibliographique présentant les connaissances 

générales sur la symbiose entre les Fabaceae et les bactéries fixatrices d’azote (rhizobia) ; 

- Un deuxième chapitre dédié à la caractérisation physiologique et à la constitution d’une 

collection de souches rhizobiennes associée à la plante de luzerne, provenant des sols de trois 

régions du Sahara septentrional est-algérien (Ouargla, El Oued et Ghardaïa), vis-à-vis de 

différents facteurs abiotiques: salinité, pH, température et résistance aux antibiotiques. 

- Un troisième chapitre a pour but d'étudier la diversité génétique de la collection 

rhizobienne préalablement caractérisée phénotypiquement. Deux gènes ménagers 

chromosomiques recA (une recombinase) et glnII (une glutamine synthétase) et un gène 

symbiotique nodC (N-acétylglucosaminyltransférase) ont été utilisés pour évaluer la diversité 

génétique et la phylogénie des populations de rhizobia. 

- Les chapitres quatre et cinq examinent la croissance et la nodulation des plantes de luzerne, 

sous stress salin et hydrique, inoculées par quatre souches locales sélectionnées pour leur 

performances face aux contraintes abiotiques prédominantes dans les sols de la région d’étude 

et deux souches introduites utilisées comme références. 
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I.1. La fixation biologique de l'azote 

L'azote (N), après l'eau, est l'élément nutritif dont les plantes ont le plus besoin (White 

et Brown, 2010). L’azote représente 1,5 à 2% de la matière sèche des plantes et environ 16% 

de la fraction totale des protéines végétales (Frink et al., 1999). Sa disponibilité conditionne la 

croissance et le développement des plantes et donc le rendement des cultures (Gutiérrez, 

2012). Malgré son abondance, la majeure partie de l'azote dans la biosphère existe sous la 

forme de gaz atmosphérique biologiquement inaccessible (Canfield et al., 2010).  

La fixation de l'azote est un processus visant à réduire l'azote (N2) de l'atmosphère en 

ammoniac (Berman-Frank et al., 2003). Il existe plusieurs procédés permettant de fixer 

l'azote. Certains d'entre eux sont naturels comme la foudre et la fixation biologique. D'autres 

sont industriels tel que le procédé chimique de Haber-Bosch pour former du NO3
- ou du 

NH3
+. Selon Cheng (2008), environ 2,5×1011 kg de NH3/an sont fixés de l'atmosphère par 

fixation biologique de l'azote (par les légumineuses et les cyanobactéries) et environ 8×1010 

kg de NH3/an sont fabriqués par industrie de l'ammoniac. La foudre au niveau du globe 

terrestre peut également contribuer d’environ 1×1010 kg NH3/an. 

La fixation biologique de l'azote (BNF) a été découverte par Beijerinck en 1901 

(Vance 2001; Wagner, 2012). Elle est considérée comme le processus naturel le plus 

important sur terre après la photosynthèse (Robson et Postgate 1980). Elle est réalisée par des 

procaryotes (bactéries et Archaea) appelés diazotrophes, vivant librement dans le sol tels que 

Burkholderia, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus et Clostridium, ou en symbiose telles que 

les bactéries qui forment une symbiose avec des légumineuses (Rhizobia), les bactéries qui 

forment des symbioses avec des plantes actinorhiziennes (Frankia) et certaines sont des 

bactéries associatives fixatrices d'azote telles que les cyanobactéries associées aux cycas 

(Postgate, 1982). Les seuls fixateurs d’azote connus en Archaea font partie des producteurs de 

méthane appelés bactéries méthanogène (Dixon et Kahn, 2004).  

Cette fixation se fait grâce à la nitrogénase, une enzyme catalysant plusieurs réactions 

de réduction dont celle du diazote (N2) en ammonium (NH4
+), forme de l’azote assimilable 

par les végétaux (Werner et al., 2014). La réduction d’une mole de diazote gazeux en 

ammoniac par la nitrogénase nécessite 16 moles d’ATP, ce qui en fait une réaction 

énergétiquement coûteuse (Dixon et Wheeler, 1986) : 
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N2 + 8 H+ + 8e- + 16 ATP → 2 NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi 

Selon Zahran (1999), un examen de l’histoire de la fixation biologique de l’azote 

(BNF) montre qu’un intérêt particulier  a été donné aux symbioses entre légumineuses et 

rhizobia, car ces associations ont le plus grand impact quantitatif sur le cycle de l’azote.  

I.2. La symbiose fixatrice d’azote rhizobium-légumineuse  

 La symbiose entre les plantes de la famille des Fabaceae et les bactéries de la famille 

des Rhizobia est une des plus efficaces en termes de fixation azotée et permet ainsi aux 

Fabaceae de coloniser les sols qui contiennent peu ou pas d'azote (Graham et Vance, 2003 ; 

Colebatch et al., 2004). Les légumineuses sont responsables à elles seules de près de 30% de 

la fixation d’azote annuelle qui comprend la fixation industrielle de N2 par le procédé de 

Haber-Bosh, la fixation atmosphérique de N2 par conversion photochimique et la fixation 

biologique de N2 par les procaryotes (Galloway et al., 2003; Cheng, 2008; Ertl, 2012).  

 Le mutualisme entre les Fabaceae et les rhizobiums aboutit à la formation d'un organe 

particulier sur les racines ou les tiges, appelé nodule ou nodosité. Ces nodosités représentent 

de véritables organes d’échanges métaboliques entre les bactéries et la plante. A l’intérieur de 

cet organe, les microsymbiotes transforment l'azote atmosphérique en ammonium, une forme 

biologique qu’elles échangent avec la plante contre des photosynthétats (substrats carbonés) 

(Wang et al., 2012).  

I.3. Etablissement de la symbiose rhizobium-légumineuse  

I.3.1. Dialogue moléculaire entre les partenaires de la symbiose  

 Les interactions légumineuses-rhizobiums se produisent dans la rhizosphère suite à la 

libération de molécules carbonées (sucres, acides organiques, hormones, vitamines et 

substances phénoliques) par exsudation, sécrétion, ou autolyse des vieilles cellules de la 

racine (Seneviratne et Jayasinghearachchi, 2003). Les rhizobia vivent alors sous une forme 

libre dans le sol mais ne peuvent fixer l'azote que lors d'associations symbiotiques avec une 

plante hôte.  Au cours de l'interaction symbiotique, les rhizobiums induisent la formation de 

structures végétales spécialisées, appelées nodules (Sprent et al., 2017). 
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  L'organogenèse des nodules comporte plusieurs étapes (Patriarca et al., 2004) qui 

débutent par un dialogue moléculaire (flavonoïdes, facteurs Nods), nécessaire à la 

reconnaissance mutuelle entre la plante et ses symbiotes (Oldroyd, 2013).  

 Dans les conditions de faible teneur en azote, les racines des légumineuses sécrètent 

des flavonoïdes spécifiques, chimioattractifs, détectables par les bactéries (Gulash et al., 

1984; Kape et al., 1991, ). Les rhizobia reconnaissent ces flavonoïdes et sont attirés vers la 

plante. Selon Ferrer et al. (2008), plus de 10 000 flavonoïdes ont été identifiés et leur synthèse 

semble être omniprésente chez les plantes (Figure 1).  

 

Figure 1 : Représentation schématique des fonctions des flavonoïdes biologiquement actifs 

médiant diverses communications biologiques dans la rhizosphère. Les cercles roses 

représentent les nodules (Sugiyama et Yazaki, 2014). 

 La structure et la quantité de flavonoïdes produites dépendent de l’espèce végétale, ce 

qui permet aux rhizobia de distinguer leurs hôtes parmi d’autres légumineuses (Hirsch et al. 

1999). Ils agissent comme des molécules signal exsudés dans la rhizosphère à travers les 

racines de la plante. Ces signaux peuvent être reconnus par un récepteur bactérien spécifique, 

NodD (produits du gène nodD), qui agit comme un activateur de transcription pour d’autres 

gènes de nodulation (NodA, NodB et NodC), qui synthétisent ensemble la structure du 
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squelette de Facteurs Nod (FNs) (Cohen et al., 2001 ; Subramanian et al., 2007; Franche et 

al., 2009; Sugiyama et Yazaki, 2011). L'induction de l'expression des gènes nod par les 

flavonoïdes a été étudiée dans le cas de l’interaction « luzerne - S. meliloti » en tant que 

modèle (Peck et al, 2006) et montre que seul le flavonoïde spécifique à l’hôte, la lutéoline, 

régule l’expression des gènes nod, tandis que les flavonoïdes non inducteurs tels que la 

naringénine ne le font pas. 

 

Figure 2: Schéma montrant la diversité des facteurs Nods (FNs) (Downie, 2010). 

 Les FNs sont des molécules de signalisation composées de lipochitoolysaccharides 

sécrétés par le rhizobium et répondent de façon spécifique selon l’espèce végétale (figure 2) 

(Guerts et Bisselling, 2002; Geurts et al., 2005 ; Oldroyd et al., 2011). Les FNs ont un rôle 

très important car ils déclenchent l’organogenèse du nodule et sont indispensables dans les 

processus d’infection et de colonisation de la plante hôte (Long, 1996; Guerts et Bisselling, 

2002), notamment la déformation des poils radiculaires, la dépolarisation de la membrane, les 

oscillations intracellulaires du calcium et l'initiation de la division cellulaire dans le cortex 

racinaire, ce qui établit un méristème et un primordium nodulaire (Gage, 2004). 

  Après reconnaissance entre les deux partenaires symbiotiques, il s’ensuit un 

attachement des bactéries à la surface des poils absorbants. Selon Van Damme et al. (2004) et 

Laus et al. (2006), des lectines produites par les plantes à la surface des poils absorbants sont 

responsables de cet attachement en liant des polysaccharides de surface des rhizobia. Enfin, 
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les fibrilles des rhizobia et les protéines de type adhésines/Ca2+ dépendantes (ricadhésines) 

qu’elles produisent seraient aussi impliquées dans cet attachement (Smit et al., 1987). A la 

suite de l’attachement des bactéries, une déformation des poils absorbants est observée 

(Figure 3). Chez M. sativa, les premières déformations des poils absorbants apparaissent entre 

12h et 24h après inoculation avec la bactérie (Wais et al., 2002). 

 

Figure 3: Echanges de signaux lors de la mise en place de la symbiose 

rhizobium/légumineuse (Lindstrom et al., 2010).  

I.3.2. Formation du nodule fixateur d’azote 

 La formation des nodules est le résultat d’un dialogue moléculaire entre le 

microsymbiote et la plante hôte (Foucher et Kondorosi 2000; Limpens et Bisseling 2003). Les 

rhizobia pénètrent la cellule végétale par la formation d’un cordon d’infection qui traverse 

d’abord le poil absorbant et se ramifie ensuite dans les cellules corticales guidant ainsi les 

bactéries vers les couches cellulaires intérieures (Gage, 2004). Selon Schumpp et Deakin 

(2010), simultanément à l’infection des poils absorbants, certaines cellules du cortex interne 

se dédifférencient et se divisent à plusieurs reprises, formant un primordium nodulaire (figure 

4). Quand les cordons d’infection atteignent le primordium, certaines cellules arrêtent de se 

diviser et entrent dans des cycles répétés d’endoréduplication. 
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Figure 4: Les différents stades de la formation des nodosités de type déterminé (les stades de 

1 à 4) et indéterminé (les stades de i à iv) (Schumpp et Deakin, 2010). 

A travers la figure, on peut voire: (a) les rhizobia peuvent être présents en tant que saprophytes. (b) 

Rapprochement du rhizobium et déformation du poil racinaire pour permettre aux bactéries de 

pénétrer dans la plante puis provoquer la différentiation des cellules corticales dans les primordia de 

méristème. Ensuite, les membranes plasmiques des poils racinaires s’invaginent, formant le cordon 

d’infection (stade 1 et i). Quand le cordon d’infection arrive au centre de la future nodosité, il se 

ramifie et les rhizobia sont libérés et se développent dans une membrane cellulaire au sein de la 

cellule végétale (symbiosome) et se dispersent dans le cytosol de cellules végétales (le stade de 

l’infection, 2 et ii). Les rhizobia, ensuite, s’agrandissent et se différencient en bactéroïdes qui fixent 

l’azote. Formation de grandes cellules polyploïdes hébergeant des milliers de symbiosomes (stade 3 

et iii). Après une période de fixation active, les nodosités vieillissent (stade 4 et iv). (c) Une fraction 

des rhizobia dédifférenciés à l’intérieur de la nodosité est capable de se diviser et revenir à un mode 

de vie saprophyte lorsqu’ils sont libérés dans la rhizosphère. 

 Selon le positionnement du méristème, on distingue deux types de nodosité : une 

forme déterminée et une forme indéterminée (figures 4 et 5). La morphologie et la structure 

de la nodosité sont contrôlées par la plante hôte, alors que l’efficacité de la BNF est contrôlée 

essentiellement par le symbiote bactérien (Sprent, 2007). Dépendant de la légumineuse, les 

nodosités déterminées, ou bien indéterminées ont pour différence majeure l’origine de la 

couche cellulaire qui est impliquée dans la prolifération des cellules dans le cortex de la racine 

et la perte ou le maintien de l’activité mitotique (Foucher and Kondorosi, 2000). Les 

nodosités indéterminées trouvent leur origine dans le cortex interne et maintiennent un 

méristème apical persistant qui aboutit à des nodules de forme allongée ou en forme de bâton 
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sur les racines de certaines légumineuses comme Medicago sativa (la luzerne),  alors que le 

développement des nodosités déterminées débute par une division cellulaire dans le cortex 

externe et la perte rapide de l’activité mitotique donne naissance à des nodosités sphériques 

sur des légumineuses comme Glycine max (soja), Phaseolus vulgaris (haricot blanc), Vigna 

unguiculata (le niébé) et Lotus spp. (Foucher et Kondorosi, 2000). 

 

Figure 5: Morphologie des nodules racinaires de quelques espèces de légumineuses (a) 

Rhynchosia aurea; (b) Chamaecrista pumila; c) Crotalaria burhia; d) Tephrosia 

leptostachya; e) Acacia jacquemontii; (e) f) Indigofera linifolia. Tous les nodules sont 

indéterminés sauf ceux de (a). (*) indique le phellogène cortical sur (a) et (d) et la flèche sur 

(f) indique les lenticelles (Gehlot et al., 2012). 
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I.3.3. Fonctionnement des nodosités  

 Chacun des deux symbiontes constitue pour l'autre une source d'un des éléments clefs 

de son métabolisme: l'azote moléculaire réduit par la nitrogénase des bactéroïdes 

(Dommergues et al., 1999) est assimilé dans les cellules infectées de la plante hôte et exporté 

aux autres organes de la plante par le flux xylémien en échange de photosynthétats acheminés 

sous forme de saccharose par le flux phloémien jusqu'aux nodosités (Dixon et Wheeler, 1986) 

Les nodosités sont des composantes nécessaires au fonctionnement de la nitrogénase. 

 L’activité de la nitrogénase se fait selon un cycle précis qui comporte quatre étapes 

essentielles. En premier lieu, on a la formation du complexe entre la protéine-Fe, deux 

molécules d’ATP et la protéine-MoFe, suivie du transfert d’électrons entre les deux protéines 

avec hydrolyse de l’ATP. Ensuite, une dissociation de la protéine-Fe du complexe aura lieu 

avec une réduction du centre (4Fe-4S) et une transformation de l’ATP en ADP. Ce cycle se 

répète plusieurs fois jusqu'à l’accumulation d’un nombre suffisant d’électrons apte à réduire le 

substrat, ce processus de réduction nécessite un environnement anaérobie vu la sensibilité de 

la nitrogénase à l’oxygène (Pope et al., 1986). 

I.4. Taxonomie des rhizobia  

Le terme général «rhizobia» couvre toutes les bactéries qui induisent la formation de 

nodules sur les racines, ou parfois sur les tiges, d'une légumineuse hôte, où ils fixent l’azote 

atmosphérique N2 (de Lajudie et Young, 2017). Les rhizobia sont des bactéries Gram 

négatives, en forme de bâtonnets réguliers de 0.5 à 0.9 µm de largeur et de 1.2 à 3 µm de 

longueur (Jordan, 1984 ; Somasegaran et Hoben, 1994). Pour les rhizobia à croissance rapide, 

les cellules sont mobiles par 2 à 6 flagelles péritriches et ceux à croissance lente sont mobiles 

par un seul flagelle polaire ou subpolaire (Somasegaran et Hoben, 1994). 

Des recherches approfondies ont été menées sur la diversité des rhizobia au cours des 

25 dernières années, de sorte que de nombreuses nouvelles espèces et genres ont été 

officiellement décrites (de Lajudie et al., 2019). Au début des années 80 du siècle passé, 

toutes les bactéries symbiotiques fixatrices d’azote étaient classées dans le genre Rhizobium, 

avec six espèces nommées: R. leguminosarum, R. meliloti, R. trifolii, R. phaseoli, R. lupin et 

R. japonicum (Somasegaran et Hoben, 1985). Actuellement, on compte environ 238 espèces 

réparties dans 18 genres (Shamseldin et al., 2016). 
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La plupart des rhizobia connus appartiennent aux genres des α-Proteobacteria dans les 

familles suivantes: Rhizobiaceae (Rhizobium, Ensifer (syn. Sinorhizobium), Allorhizobium, 

Pararhizobium, Neorhizobium, Shinella), Phyllobacteriaceae (Mesorhizobium, Aminobacter, 

Phyllobacterium), Brucellaceae (Ochrobactrum), Methylobacteriaceae (Methylobacterium, 

Microvirga), Bradyrhizobiaceae (Bradyrhizobium), Xanthobacteraceae (Azorhizobium) et 

Hyphomicrobiaceae (Devosia), et certains appartiennent aux genres des β-Proteobacteria de 

la famille des Burkholderiaceae (Paraburkholderia, Cupriavidus, Trinickia) (Andrews et 

Andrews, 2017 ; Estrada-de los Santos et al., 2018). 

I.4.1. Diversité du genre Sinorhizobium  

 Le genre Sinorhizobium a été proposé pour la première fois par Chen et al. (1988) 

avec l’espèce type à croissance rapide Sinorhizobium fredii, isolée à partir du sol et des 

nodules de soja récoltés en Chine. La comparaison, entre les séquences du gène ARNr 16S et 

les phylogénies basées sur plusieurs gènes de ménage ont montrés que les genres 

Sinorhizobium et Ensifer formaient un seul clade phylogénétique (Martens et al., 2008; 

Young, 2010). Les débats controversés sur la priorité et la combinaison de Sinorhizobium et 

d'Ensifer ont persisté et Sinorhizobium est encore largement utilisé dans les revues non 

officielles de taxonomie bactérienne (Blanquet et al., 2015; Kim et al., 2015; Li et al., 2016), 

en particulier, dans les études ayant trait aux relations symbiotiques entre rhizobia et 

légumineuses.  

Pour clore le débat, la Commission judiciaire du Comité International de la 

Systématique des Procaryotes a finalement décidé qu'Ensifer aurait la priorité sur 

Sinorhizobium et qu'il devrait au moins être utilisé dans des journaux officiels, tels que le 

Journal International de Microbiologie Systématique et Evolutive (Young, 2010). Dès lors, les 

noms des nouvelles espèces et de nouvelles combinaisons ont été validement publiés dans le 

genre Ensifer (Yan et al., 2016).  

 Selon la bibliographie actuelle, le genre Ensifer compte environ 22 espèces, tel que 

montré par le tableau 1. 
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Tableau 1 : Classification récente des bactéries du genre Ensifer associées aux légumineuses   

Espèce  La plante hôte  Référence  

Ensifer adhaerens  From soil  Casida (1982) 

Ensifer fredii  Glycine soja  Scholla et Elkan (1984 

Ensifer saheli Sesbania cannabina de Lajudie et al. (1994) 

Ensifer teranga Acacia laeta de Lajudie et al. (1994) 

Ensifer meliloti Medicago sativa de Lajudie et al. (1994) 

Ensifer medicae  Medicago spp Rome et al. (1996) 

Ensifer kostiensis Acacia senegal Nick et al. (1999) 

Ensifer arboris Prosopis chilensis Nick et al. (1999) 

Ensifer kummerowiae  Kimmerowia stipulacea Wei et al. (2002) 

Ensifer morelense  Leucaena leucocephala Wang et al. (2002) 

Ensifer xinjiangensis  Glycine Young (2003) 

Ensifer americanum  Native acacia Toledo et al. (2003) 

Ensifer abri  Abrus precatorius Ogasawara et al. (2003) 

Ensifer indiaense  Sesbania rostrata Ogasawara et al. (2003) 

Ensifer mexicanus  Acacia angustissima Lloret et al. (2007) 

Ensifer garamanticus  Lotus arabicus Merabet et al. (2010) 

Ensifer numidicus Argyrolobium uniflorum Merabet et al. (2010) 

Ensifer americanum comb.  Native acacia Wang et al. (2013) 

Ensifer morelense comb. Sesbania cannabina Wang et al. (2013) 

Ensifer sesbaniae Psoralea corylifolia Wang et al. (2013) 

Ensifer psoraleae  Wang et al. (2013) 

Ensifer sojae  Glycine max Li et al. (2011) 

(Source : Shamseldin et al. (2016), modifiée). 

I.5. La famille des Fabaceae  

 Avec près de 770 genres et plus de 19 500 espèces, les légumineuses sont, après les 

orchidées et les astéracées, la troisième plus grande famille d’angiospermes en terme de 

richesse spécifique (Lewis et al., 2005; LPWG, 2013). Selon LPWG (2017), de nombreuses 

analyses phylogénétiques récentes aux niveaux des sous-familles, des tribus et des genres, 

ainsi que les phylogénies de la famille dans son ensemble, indiquent toutes que la 
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classification actuellement acceptée de la famille dans les trois sous-familles bien connues, 

reconnues depuis longtemps et largement acceptées, Caesalpinioideae, Mimosoideae et 

Papilionoideae, est obsolète et ne reflète pas nos connaissances actuelles sur les relations 

phylogénétiques au sein de la famille. C’est en accord avec le groupe de travail sur la 

phylogénie des légumineuses LPWG (The Legume Phylogeny Working Group), reconnu en 

tant qu’autorité compétente pour définir/affiner les connaissances phylogéniques et la 

classification concernant les Fabaceae, que des preuves phylogénétiques ont été apportées et 

compilées pour redéfinir les sous-familles des légumineuses. Actuellement, la famille est 

divisée en six sous-familles qui sont : Duparquetioideae, Cercidoideae, Detarioideae, 

Dialioideae, Caesalpinioideae et Papilionoideae (LPWG, 2017). 

 D’un point de vue biogéographique, les légumineuses ont une distribution cosmopolite 

et jouent des rôles importants dans quasiment tous les biomes terrestres, même les plus 

extrêmes (Schrire et al., 2005). En outre, elles ont de nombreuses propriétés économiques et 

écologiques allant de la production de ressources riches en protéines, en lipides, en éléments 

minéraux et en vitamines jusqu’à l’amélioration de la qualité des sols (teneurs en azote, en 

matière organique, structure du sol) permettant ainsi d’optimiser durablement la productivité 

de l’agrosystème mais également sa rentabilité financière (Köpke et Nemecek, 2010; Chianu 

et al., 2011; Mahieu et al., 2011). Une des caractéristiques les plus visibles pour reconnaitre 

une légumineuse (à quelques exceptions près), est de posséder un seul carpelle supérieur à 

une loge, une placentation marginale, avec deux à plusieurs ovules disposés en deux lignes 

alternatives sur un placenta unique (Lewis et al., 2005). 

 La sous-famille monophylétique des Papilionoideae renferme plus des deux tiers des 

espèces (503 genres et 14000 espèces) (LPWG, 2017) et inclut presque toutes les 

légumineuses économiquement importantes (Sprent, 1995): le soja (Glycine max), le haricot 

(Phaseolus vulgaris), le pois (Pisum sativum), la luzerne (Medicago sativa), l’arachide 

(Arachis hypogaea), le pois chiche (Cicer arietinum) et la fève (Vicia faba). 

I.5.1. Description de la luzerne (Medicago sativa L.) 

 La luzerne cultivée est originaire d'Asie mineure, de Transcaucasie, du Turkménistan 

et d'Iran. L'espèce pousse dans tout le bassin méditerranéen, en Afrique du Nord, au Moyen-

Orient, dans la plus grande partie de l'Europe, en Sibérie et dans le nord de l'Inde et en Chine 

(Quiros et Bauchan, 1988 ; Michaud et al., 1988). 
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La luzerne (Medicago sativa L.) est l'une des légumineuses fourragères les plus 

populaires dans le monde en raison de son rendement élevé et de sa valeur nutritionnelle 

(Martin 2014; Biazzi et al. 2017). C’est une plante vivace qui peut régénérer rapidement de 

nombreuses nouvelles tiges après la récolte et peut être récoltée plusieurs fois au cours de la 

saison de croissance (Lamm et al., 2012; Brink et al., 2015). En tant que légumineuse, elle 

peut améliorer la structure du sol grâce à son système racinaire profond et améliorer l'apport 

en azote des cultures subséquentes grâce à sa capacité de fixation biologique de l'azote 

(Huyghe et al. 2014). La luzerne est une légumineuse fourragère de haute qualité, en 

particulier pour le bétail laitier, et elle peut augmenter le rendement en matière sèche 

lorsqu'elle est en culture mixte (Bélanger et al. 2014).  

La morphologie générale de la plante a été décrite par Teuber et Brick (1988) ainsi que 

Barnes et Sheaffer (1995). À maturité, la plante possède une longue racine pivotante. En sol 

profond, humide et bien drainé, cette racine peut atteindre six mètres de longueur, ou même 

davantage, et produire au niveau du collet des racines latérales parfois nombreuses. Le collet, 

structure complexe située près de la surface du sol, conserve son activité méristèmatique d'une 

année à l'autre et produit des bourgeons qui donnent naissance à de nouvelles tiges. Les 

feuilles sont alternes et comportent au moins trois folioles. Des rameaux secondaires et 

tertiaires peuvent se former à l'aisselle des feuilles. Dans les conditions normales de 

production fourragère, chaque pied compte 5 à 15 tiges et peut atteindre près d'un mètre de 

hauteur. Les fleurs sont de couleur variable mais sont le plus souvent violettes, panachées, 

jaunes, crème ou blanches. Après la pollinisation, elles donnent généralement une gousse 

spiralée. 
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Figure 6 : Morphologie générale de la plante de luzerne 

La luzerne est largement cultivée, particulièrement dans les régions limitées en eau, en 

raison de sa capacité d'absorber l'eau des couches profondes du sol via son système de racines 

profondes (Zhu et al., 2016; Sim et al., 2017) et favorise la prévention de l'érosion des sols 

dans les zones arides et semi-arides (Quan et al., 2015), ce qui lui confère un  niveau 

relativement élevé de tolérance à la sécheresse par rapport aux autres cultures (Kang et al., 

2011; Tang et al., 2014). 

En Afrique, la luzerne est cultivée dans quelques pays situés dans les régions du nord 

et du sud. Le Maroc cultive près de 106 000 ha (soit 22,8% du total des terres fourragères du 

pays), avec un rendement moyen de 5,93 t de matière sèche par hectare. En Algérie, la luzerne 

occupe environ 10 000 ha, avec une production moyenne de 3 à 4 t de MS/ha. En Tunisie, la 

luzerne est le principal fourrage et s'étend sur environ 13 000 ha (77% dans les oasis) 

(Basigalup et al. 2014). Au Sahara algérien (voir photo 1), caractérisé par un climat 

désertique, la luzerne est de loin la principale espèce fourragère cultivée (Chaabena et al., 

2012). 
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Photo 1: Culture de luzerne pérenne dans les régions sahariennes A) en plein champs 

à Sebseb (Ghardaïa) et B) sous palmier dattier à l’exploitation de l’université de Ouargla. 

La symbiose luzerne-Ensifer sp. est l’une des associations plantes-microbes les mieux 

étudiées (Carelli et al., 2000; Galibert et al., 2001; Bena, 2001; Bena et al., 2005; Saidi et al., 

2009; Elboutahiri et al., 2010). Deux espèces étroitement apparentées sont capables de 

noduler Medicago sativa: Ensifer meliloti et E. medicae (De Lajudie et al., 1994, Rome et al., 

1996). L'espèce S. meliloti a d'abord été décrite, puis divisée en E. meliloti et E. medicae en 

fonction de caractéristiques phénotypiques et génomiques (Rome et al. 1996). 

I.6. Facteurs environnementaux influençant la symbiose fixatrice d’azote 

 L’état physiologique de l’hôte va conditionner le fonctionnement de la symbiose 

fixatrice d’azote (Zahran, 1999 ; Emamverdian et al., 2015). Le potentiel fixateur d’azote 

d’une souche compétente de rhizobia, capable d’établir une symbiose avec une légumineuse, 

ne pourra pas être optimal si sa plante hôte est soumise à des perturbations liées aux 

paramètres environnementaux (Zahran, 1999). Ces perturbations peuvent se présenter sous la 

forme d’un stress salin, un pH du sol défavorable, un excès ou un manque d'humidité, un 

dysfonctionnement de la photosynthèse, une infection par des phytopathogènes ou encore une 

exposition à des toxicités métalliques (Brockwell et al., 1995).  

 Afin d'améliorer le rendement des cultures de légumineuses dans des environnements 

plus défavorables, les cultivars tolérants au stress doivent être associés à des rhizobiums 

A B 
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tolérants aussi au stress (Laranjo et Oliveira, 2006). Les études sur la biodiversité des rhizobia 

constituent une approche importante pour la recherche d'isolats indigènes tolérants au stress 

(Zahran, 2001; Sprent et Gehlot, 2010). 

I.6.1. La salinité   

 La salinité menace l’agriculture de nombreuses régions arides ou semi-arides (Ashraf 

et al., 2008). Le stress salin entraine la diminution du potentiel osmotique de la solution du 

sol et des effets spécifiques d’ions (principalement Na et Cl) (Munns et Tester, 2008). Ce 

stress osmotique provoque un déséquilibre nutritionnel de la plante et une toxicité cellulaire, 

affectant le développement des plantes (Munns et Tester, 2008). La tolérance au sel varie 

selon les espèces de légumineuses. L’espèce Pisum sativum est décrite comme sensible à la 

salinité, alors que les espèces de Vicia faba, Phaseolus vulgaris, Medicago sativa et Glycine 

max sont décrites comme tolérantes au stress salin (Abdel-Wahab et Zahran, 1981 ; Fagg et 

Stewart, 1994).  

 Lors de la symbiose, les légumineuses et la formation de nodules sont plus sensibles 

au sel ou au stress osmotique que les rhizobiums (El-Shinnawi et al., 1998 ; Velagaleti et al., 

1990 ; Zahran, 1991). Le stress salin inhibe les premières étapes de la symbiose. La réduction 

de l'activité fixatrice de N2 par le stress dû au sel est généralement attribuée à une réduction de 

la respiration des nodules (Ikeda et al., 1992 ; Delgado et al., 1994) et à une réduction de la 

production de protéines cytosoliques, en particulier de la leghémoglobine, par les nodules 

(Delgado et al., 1994). La réduction de l'activité photosynthétique pourrait également affecter 

la fixation de N2 par les légumineuses soumises au stress salin (Georgiev et al., 1993). 

 La croissance d'un certain nombre de rhizobiums a été inhibée par 100 mM de NaCl, 

alors que certains rhizobiums, par exemple Rhizobium meliloti, étaient tolérant à 300 à 700 

mM de NaCl. Les souches à croissance rapide étant plus tolérantes que celles à croissance 

lente (Zahran, 1999).  

 Les Rhizobia développent des stratégies spécifiques pour faire face au stress salin, 

notamment l'accumulation de cations inorganiques (par exemple, le potassium) et la 

production intracellulaire de solutés organiques de faible poids moléculaire, tels que la 

proline, le tréhalose, la glycine bétaïne, les ectoïnes et les polyamines (Dong et al., 2017) . 

Ces composés protègent les cellules de la dessiccation et du stress osmotique en stabilisant la 
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conformation des protéines et des membranes biologiques (Wdowiak-Wróbel et al., 2013 ; 

Lunn et al., 2014) . Par exemple, la proline est un composé neutre hautement soluble qui est 

considérée comme un osmoprotecteur impliqué dans la réponse bactérienne au stress 

osmotique (Santos et da Costa, 2002). Les composés structurellement liés aux bétaïnes, tels 

que la glycine bétaïne, la proline bétaïne et la carnitine, jouent un rôle majeur dans 

l'osmorégulation des bactéries rhizobiennes soumises au stress salin, telles que chez 

Rhizobium sp., Mesorhizobium sp. et S. meliloti (Wdowiak-Wróbel et al., 2013). De plus, le 

tréhalose est un osmoprotecteur important pour augmenter l'osmotolérance chez S. meliloti 

(Bernard et al., 1986 ; Dominguez-Ferreras et al., 2009). 

I.6.2. Le stress hydrique  

La faible nodulation des légumineuses dans les sols arides est probablement due à la 

diminution des niveaux de population de rhizobiums pendant la saison sèche. Toutefois, 

l’influence de l’activité de l’eau et du sol sur la croissance et la vigueur des plantes, et donc la 

nodulation, ne doit pas être ignorée (Sadowsky, 1995).  

Selon Dommergues et al. (1998), la sécheresse exerce un effet très marqué sur le 

fonctionnement des nodules et la quantité de l’azote fixé, car le nodule est plus sensible à 

cette contrainte que celui du métabolisme général de la racine et de la tige. En effet, le déficit 

hydrique modifie la structure et le fonctionnement des nodosités qui résulte de la modification 

des barrières à la diffusion d’oxygène, toutes fois, l’excès d’eau entraine une baisse de 

diffusion d’oxygène vers les nodosités (Guy, 1987).  

Les rhizobiums ont mis au point divers mécanismes d'adaptation au stress osmotique, 

principalement par accumulation intracellulaire de solutés inorganiques et organiques. Par 

exemple, R. meliloti (actuellement appelé Sinorhizobium meliloti) surmonte l’inhibition de la 

croissance induite par le stress osmotique en accumulant des solutés compatibles, tels que le 

K+, le glutamate, la proline, la glycine bétaïne, la proline bétaïne, le tréhalose et le dipeptide 

N-acétyl glutaminyl glutamine amide (Boscari, 2002). Certains solutés compatibles peuvent 

être utilisés en tant que sources d'azote ou de carbone pour la croissance, ce qui suggère que 

leur catabolisme peut être régulé pour prévenir la dégradation lors d'un stress osmotique 

(Smith and Smith, 1989). 
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I.6.3. Les températures  

Les températures élevées des sols dans les zones tropicales et subtropicales constituent 

un problème majeur pour la fixation biologique de l'azote des cultures de légumineuses 

(Michiels et al., 1994). Les effets du stress thermique sur la nodulation et la fixation de l'azote 

ont été étudiés depuis longtemps (Bowen & Kennedy, 1959). Même avant le début de la 

formation de nodules, la température au niveau de la rhizosphère influence non seulement la 

survie rhizobienne dans le sol, mais également l'échange de signaux moléculaires entre les 

deux partenaires symbiotiques (Sadowsky, 2005).  

Une température élevée a un effet inhibiteur sur l'adhérence des bactéries aux poils 

absorbants, à la formation des poils absorbants et à la formation du cordon d'infection. Par 

exemple, chez les légumineuses à graines tropicales, aucun nodule n'a été formé sur l'arachide 

(Arachis hypogaea) à 40 °C ou sur le soja à 37 °C (Hungria et Vargas, 2000). Le 

fonctionnement des nodules peut également être affecté par les températures élevées 

entraînant une diminution du taux de certaines réactions essentielles, telles que la synthèse de 

la nitrogénase (Brooks et al., 1984). 

L’évaluation de la tolérance des rhizobiums au stress thermique dans un milieu de 

culture a été utilisée comme moyen rapide de sélectionner les souches les plus tolérantes, en 

vue d’une évaluation plus poussée des performances symbiotiques dans des conditions de 

stress. La plage de température optimale pour la croissance des souches rhizobiennes varie de 

28 à 31 ° C (Mabrouk et al., 2018). Plusieurs études ont montré que la tolérance des rhizobies 

à haute température évaluée in vitro était bien corrélée avec les résultats obtenus lors d'essais 

symbiotiques (Kishinevsky et al., 1992; Hashem et al., 1998; Kulkarni et Nautiyal, 1999). 

L’existence de cette corrélation est probablement due au fait qu’une performance symbiotique 

plus élevée à hautes températures dépend plus de la capacité du rhizobium à survivre sous 

cette température que de la capacité à fixer l’azote dans ces conditions. L’activité de la 

nitrogénase est fortement affectée par une augmentation de la température, quelle que soit la 

sensibilité de la souche à la chaleur (Michiels et al., 1994).  

I.6.4. Le pH du sol 

Les sols acides limitent la production agricole dans le monde (Edwards et al., 1991). 

L'acidité du sol diminue la fixation symbiotique de l'azote chez les légumineuses, ce qui a un 
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effet négatif sur la croissance et le rendement, en particulier chez les plantes qui dépendent 

exclusivement de la symbiose pour acquérir l'azote (Mohammadi et al., 2012; Bekere et al., 

2013). L’ampleur du problème pouvant s’aggraver du fait des pluies acides et de la 

fertilisation azotée à long terme. Les légumineuses sont particulièrement touchées et l'acidité 

limite à la fois la survie et la persistance des bactéries nodulantes dans le sol et le processus de 

nodulation lui-même (Correa et Barneix, 1997). L'absence de nodules a été constatée chez les 

légumineuses cultivées dans des sols acides, en particulier dans les sols de pH inférieur à 5. 

La sensibilité de certaines souches rhizobiennes à ces conditions est une cause d'inhibition de 

la formation de nodules (Bayoumi et al., 1995 ; Carter et al., 1994 ; Graham et al., 1982). Les 

nodules sont absents même lorsqu'une population viable de rhizobium est constatée (Graham, 

1992 ; Graham et al., 1994). 

Certains chercheurs ont observé que la nodulation de P. sativum était 10 fois plus 

sensible à l'acidité que la multiplication rhizobienne ou la croissance des plantes (Evans et al., 

1980). Des rapports récents ont indiqué que la sélection de partenaires symbiotiques, chez les 

des médics annuelles tel que Medicago murex tolérant l’acidité du sol, peut rendre possible 

leur culture sur des sols d'un pH aussi acide que 4,3 (Mabrouk et al., 2018). Le contrôle 

génétique de la tolérance à l’acide chez Sinorhizobium est de mieux en mieux compris 

(Dilworth et al., 2001). L'établissement de symbioses nécessite l'interaction de molécules 

signal de reconnaissance spécifiques produites par des partenaires bactériens et végétaux 

(Denarié et al., 1996). Il a été démontré que le pH affecte la reconnaissance de ces molécules 

signal des partenaires végétaux et bactériens dans le cas des médics et du trèfle (Richardson et 

al., 1988 ; Howieson et al., 1992). 
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II.1. Introduction  

 Les rhizobia attirent une grande attention depuis plus de quatre décennies en raison 

de leur énorme valeur agricole et économique pour une agriculture durable. Leur application 

en tant que biofertilisant assure le succès de la productivité des cultures et réduit le besoin en 

engrais industriels coûteux et générateurs de problèmes environnementaux (Pongsilp, 2012). 

 La connaissance et la conservation des souches rhizobiennes à haute performance 

symbiotique, isolées à partir de nodosités prélevées sur des légumineuses indigènes, est la 

méthode la plus efficace pour constituer une collection.  

 L'objectif du présent chapitre est donc d'évaluer la tolérance des souches 

rhizobiennes nodulant la luzerne, dans les sols de trois régions du Sahara septentrional est-

algérien, à différents facteurs abiotiques (salinité, pH et température) et biotique (résistance 

aux antibiotiques).  

II.2. Matériel et méthodes  

II.2.1. Description des sites d’échantillonnage   

Des campagnes de prospection et de collecte de plantes nodulées de luzerne 

(Medicago sativa L.) ont été menées pendant la période du printemps des années 2013 et  

2014 dans les agrosystèmes de trois régions du Sahara septentrional est-algérien. Il s’agit de 

Ghardaïa, Ouargla et El Oued. Au total, 14 stations ont été retenues pour la collecte des 

échantillons comme indiqué dans le tableau 2. 
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Tableau 2 : Identification des régions et stations, positions géographique et années 

d’échantillonnage. 

Identification 

des  régions 

Identification 

des stations 

Nom des stations Positions géographique Années 

d’échantillon

nage 

 

Ouargla  

O1 Hassi Ben Abdallah (ITDAS) Lat. 32°00’76’’N    Long.  5°46’27’’E Février 2014 

O2 Oum Eraneb Lat. 32°05’70’’N    Long. 5°46’37’’E Février 2014 

O3 Exploitation agricole de l’UKMO Lat. 31°94’11’’N    Long. 5°29’54’’E Mars 2014 

04 Chott (Ain Beida) Lat. 31°97’76’’N    Long.5°38’96’’E Mars 2014 

 

El Oued 

E1 Tenedla Lat. 33°68’14’’N    Long.6°03’60’’E Mars 2014 

E2 El-Meghaier Lat. 33°56’25’’N    Long. 5°92’71’’E Mars 2014 

E3 Djamaa Lat. 33°52’30’’N    Long. 6°02’32’’E Mars 2014 

E4 Guemar Lat. 33°51’07’’N    Long. 6°78’26’’E Mars 2014 

E5 Reguiba Lat. 33°56’25’’N    Long. 6°71’74’’E Mars 2014 

 

Ghardaïa 

G1 Daïa Ben Dahoua Lat. 32°53’53’’N    Long. 4°40’35’’E Avril 2013 

G2 Mansoura Lat. 31°98’25’’N    Long. 3°57’52’’E Avril 2013 

G3 Oued Laroui Lat. 32°57’01’’N    Long. 3°62’86’’E Avril 2013 

G4 Sebseb Lat. 32°17’01’’N    Long. 3°57’52’’E Avril 2013 

G5 El Guerrara Lat. 32°67’89’’N    Long. 4°73’77’’E Avril 2013 

  

 Les nodules ont été collectés directement (in situ) des racines de luzerne dans 9 

stations appartenant aux régions de Ouargla et de Ghardaïa. À El Oued, des échantillons de 

sol ont été prélevés dans 5 stations ayant comme précédent cultural la luzerne. Le piégeage 

des bactéries symbiotiques, potentiellement présentes dans les échantillons de sols prélevés, a 

été réalisé en conditions contrôlées sous serre (ex situ) en utilisant la luzerne comme plante 

piège (tableau 3). 

Tableau 3 : Identification des stations, type de climat, type de sol, salinité des eaux 

d’irrigation, mode de culture de la luzerne et mode d’échantillonnage. 

Identification 

du site 

Le 

bioclimat 

Texture du  

sol  

Salinité des eaux 

d’irrigation (g/l) 

Mode de culture de 

luzerne 

Mode 

d’échantillonnage 

O1 Hyperaride Sableuse  2 à 4  Sous palmier dattier Collecte des 

nodules in situ 

O2 Hyperaride // 2 à 4 // // 

O3 Hyperaride // 2 à 4 // // 
04 Hyperaride // 2 à 4 Plein champ // 

E1 Hyperaride // 2 à 6 Sous palmier dattier Piégeage à partir 

du sol 

E2 Hyperaride // 2,5 à 6 // // 

E3 Hyperaride // 2 à 6 // // 

E4 Hyperaride // 2 à 4 // // 

E5 Hyperaride // 2 à 4 // // 

G1 Hyperaride // 1 à 4 Plein champ Collecte des 

nodules in situ 

G2 Hyperaride // 1 à 1,5 // // 

G3 Hyperaride // 1 à 1,5 // // 

G4 Hyperaride // 1 à 1,5 Culture mixte avec 

de l’orge 

// 

G4 Hyperaride // 1 à 1,5 // // 
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II.2.2. Collecte des nodules  

Pour les régions de  Ouargla et de Ghardaïa, la collecte est réalisée selon les 

techniques préconisées par Vincent  (1970) et Somasegaran et Hoben (1994). Il s’agit de 

creuser environ 15 cm autour de la plante et 20 cm en profondeur  pour extraire la motte 

contenant la plante et son appareil racinaire.  

Les rhizobia contenus dans les échantillons de sol provenant de la région d’El Oued 

ont induit la formation de nodules sur les racines des plantes pièges trois mois après la mise 

en place du protocole de piégeage. 

Manuellement, nous avons déterré les racines sans toutefois endommager les nodules. 

Au laboratoire, les racines avec leurs nodules sont ensuite lavées soigneusement à l’eau de 

robinet pour enlever  les restes de terre. Les nodules ainsi obtenus sont détachés des racines 

en coupant ces dernières à 0.5 cm des deux côtés du nodule (Vincent, 1970 ; Beck et al., 

1993).  

II.2.3. Conservation des nodules 

Pour un usage immédiat, les nodules frais sont conservés immédiatement au 

réfrigérateur à 4° C jusqu’à 48 heures. Pour une longue conservation allant de 6 à 12 mois, il 

est recommandé d’utiliser un dessiccateur, le chlorure de Calcium (CaCl2) (Vincent, 1970 ; 

Somasegaran et Hoben, 1994) (figure 8). 
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Figure 7: Conservation des nodules dans des tubes 

 II.2.4. Isolement et purification des rhizobia  

Les nodules désinfectés superficiellement sont écrasés individuellement dans une 

goutte d’eau distillée stérile dans une boite de Pétri stérile. L’opération est réalisée dans des 

conditions d’asepsie totale sous une hotte à flux laminaire. A l’aide d’une anse de platine, 

flambée au bec Bunsen, le broyat est étalé sur boite de Pétri contenant le milieu Yeast 

Mannitol Agar (YMA) (Vincent, 1970) (voire composition en annexe 1). L’ensemencement 

est réalisé selon la technique des quatre cadrans ou par épuisement de manière à avoir des 

colonies isolées et faciles à caractériser.  

Les différentes boites ont été incubées trois jours à 28°C pour l’obtention de colonies 

isolées. Pour chaque échantillon, une seule colonie représentative a été prélevée parmi des 

colonies morphologiquement similaires et ensuite striée plusieurs fois sur le milieu YMA afin 

de les purifier.  

2.2.5. Authentification des isolats  

La capacité d’induire la formation de nodosités sur la racine de la légumineuse hôte est 

un critère de base dans la caractérisation des rhizobia. L’authentification, autrement appelée 

test de nodulation, permet d’évaluer le pouvoir infectieux de chacun des 148 isolats obtenus 

vis-à-vis des plantules de luzerne dans des conditions microbiologiquement contrôlées, 

comme décrit par Vincent (1970) et Beck et al. (1993). 
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Sous une hotte à flux laminaire, les graines de luzerne sont lavées dans l'éthanol à 95% 

pendant 5 à 10 secondes, puis transférées rapidement dans le chlorure de mercure acidifié 

0,1% (1g HgCl2 + 5 ml HCl + 1 litre d’eau distillée) pendant 5 à 7 minutes. Les graines sont 

rincées 5 fois à l’eau distillée stérile et au dernier rinçage on les laisse gonfler dans l’eau 

distillée stérile pendant 1 heure (Somasegaran et Hoben, 1985). Elles sont ensuite déposées 

dans des boites gélosées à 0,9 % et placées dans  une chambre de culture à 22°C à l'obscurité 

pendant 48 heures. Les boîtes sont renversées afin que la radicelle ne s'enfonce pas dans 

l'agar.  

 

Photo 2: Germination des graines de luzerne sur boite gélosée 

Une fois germés (photo 2), les plantules sont transférées en tubes Gibson (Gibson, 

1980) contenant le milieu incliné de Fahreaus sans  azote (Fahraeus, 1957) (annexe 2) et 

inoculées avec 1ml d’une suspension bactérienne, en phase exponentielle de croissance, de 

chaque isolat mis en culture dans le milieu YMB (liquide) incubé à 28°C pendant 72h sous 

agitation continue (photo 3).  

Les tubes ont été placés dans une chambre de culture, pendant six semaines, avec une 

photopériode lumière/obscurité de 16 h / 8 h et une température de 22°C.  
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Photo 3: Quelques étapes de mise en place du test d’authentification : A) graine germée dans 

un tube Gibson ; B) préparation des inoculums bactériens dans des tubes à essais. 

II.2.6. Stockage et nomenclature des isolats 

Les isolats obtenues ont été maintenus à 4°C dans des tubes contenant du milieu YMA 

incliné et ont été également mis en conservation à -80°C dans des eppendorfs contenant 1 ml 

de la préculture fraîche de chaque isolat mélangé à volume égale avec une solution de 

glycérol à 80%.  

Chaque isolat est désigné par un code unique comprenant une lettre et trois chiffres. 

La première lettre désigne l’initial de la région d’étude, suivie par un chiffre indiquant la 

station. Le second chiffre indique le numéro de la plante au niveau de la station et le dernier 

chiffre est celui du numéro de nodule. Par exemple, le code G121 désigne un isolat provenant 

de la région de Ghardaïa, station de Daïa Ben Dahoua, deuxième plante et premier nodule.  

II.2.7. Caractérisation phénotypique des isolats 

La caractérisation phénotypique classique des rhizobia se base sur des critères 

morphologiques, symbiotiques, biochimiques, et physiologiques (Graham et al., 1991). Elle 

nous permet d’une part de mettre en évidence l’étendue des variations phénotypiques qui 

existent  entre les souches et d’autre part d’exploiter  ces variations pour la sélection de 

candidats pouvant  maintenir une capacité supérieure de fixation d’azote sous les variations 

des facteurs du milieu.  

A B 
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Dans ce travail, la caractérisation a été menée sur 48 souches locales (voir annexe 4) 

en comparaison avec deux souches de références qui sont Sinorhizobium meliloti 2011 et 

Sinorhizobium meliloti 1021. Ces dernières sont capables de former des nodules fixateurs 

d'azote chez les plantes hôtes du genre Medicago. Elles sont des dérivés de l'isolat type SU47 

de S. meliloti (Wais et al., 2002). Elles nous ont été transmises par Dr Hélène BERGES, du 

Centre National de Ressources Génomiques Végétales (CNRGV, INRA-France). 

Nous nous sommes limités  à l’étude i) des critères physiologiques regroupant la 

croissance des isolats sur le milieu YM (Yeast Mannitol) (Vincent, 1970) à différentes 

températures, à la tolérance aux variations du pH et à différentes concentrations en sels et  

enfin à la résistance aux antibiotiques et ii) des critères symbiotiques indiquant la capacité 

infective et effective des différents isolats vis-à-vis de la plante hôte sous stress abiotique 

(N.B. partie (ii) sera traitée à part dans les chapitres 4 et 5).  

II.2.7.1. Tolérance à la température 

Afin d’estimer la croissance des isolats à différentes températures, les souches sont 

mises en culture sur le milieu YM liquide et solide et incubées pendant 72 heures à différentes 

températures : 4, 28, 37 et 45°C (à trois répétition). 

Sur milieu liquide, les tubes ont été ensemencés par 100 µl d’une préculture fraiche et 

incubés dans un incubateur-agitateur à 200 tpm. Sur milieu YM solide, additionné de 1.5% 

d’agar, l’ensemencement des différents isolats est effectué selon la technique des quatre 

cadrans ou par épuisement (Vincent, 1970 ; Somasegaran et Hoben, 1994).   

La croissance est estimée, sur milieu liquide, par la mesure de la DO (densité optique) 

à 600 nm (Wei et al., 2004) et sur milieu solide par la présence ou absence de colonies sur les 

boites de Pétri. 

II.2.7.2. Tolérance au pH  

Les isolats ont été évalués pour leur tolérance au pH, sur milieu YM solide et liquide, 

selon la procédure décrite pour le test précédent. Les valeurs de pH retenues pour ce test sont : 

4, 5, 6, 6.8, 8 et 9. 
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II.2.7.3. Tolérance à la salinité  

L’objectif de ce test est d’étudier la capacité des bactéries à résister aux conditions de 

salinité élevées et à déterminer les valeurs inhibitrices sur milieu YM. La tolérance à la 

salinité a été évaluée pour le NaCl. Le sel a été ajouté au milieu avant autoclavage aux 

concentrations suivantes : 1.7, 40, 80, 160, 320, 640 et 1280 mM.  

Sur milieu solide, les boites ont été ensemencées comme dans les tests précédents et 

ont été ensuite mises en incubation à 28°C pendant 72 heures.  

Sur milieu liquide, nous avons utilisé le Bioscreen C Microbiology Reader (Oy 

Growth Curves Ab Ltd., Helsinki, FINLAND (http://www.bioscreen.fi/ )), un appareil 

entièrement automatisé et développé pour effectuer une large gamme d’expériences en 

microbiologie.  

Le protocole du Bioscreen est le suivant : 

 Préparer les plaques pour Bioscreen : les plaques sont composées de 100 puits, d’une 

capacité de 300 µl/puit. La première et la dernière ligne, ainsi que la première et la dernière 

colonne sont remplies d’eau distillée. Dans la deuxième colonne, le milieu sans inoculum est 

toujours utilisé comme témoin. Le reste des lignes et des colonnes sont utilisées pour les 

différentes concentrations de sel et souches à étudier ; 

 La DO final dans les puits est de 0,04 et le volume final est de 300 µl. Pour cela, nous 

mesurons la DO de notre inoculum et nous l’ajustons à 0,4. À partir de là, nous ferons une 

dilution au 1/10 (270 µl de milieu YEM + 30 µl d’inoculum de la souche à étudier à DO = 

0.4) ; 

 Recouvrir la plaque et la fermer avec un parafilm et la placer dans le bioscreen ; 

 Réglage de l’appareil : l’incubation s’est effectuée à 28°C pendant 72 heures, sous 

agitation continue à une vitesse moyenne. La DO est réglée à 600 nm avec un intervalle de 

lecture de 2 heures. 

II.2.7.4. Résistance aux antibiotiques 

La résistance aux antibiotiques a été fréquemment utilisée dans l’étude des rhizobia 

comme un moyen d’identification (Josey, 1979 ; Beck et al., 1993, Spring et al., 2009). Elle 

permet de caractériser et de comparer les souches entre elles. Le principe de l'antibiogramme 

http://www.bioscreen.fi/ 
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est de mettre en culture des bactéries, et d'appliquer un disque contenant un antibiotique, de 

concentration connue, afin de voir quels effets jouent sur la bactérie ciblée.  

La résistance des isolats à dix antibiotiques (Acide Fusidique 10 µg (FA), Amikacine 

30 µg (AK), Amoxicilline 25 µg (AMX), Chloramphénicol 30 µg (C), Colistine 10 µg (CS), 

Erythromycine 15 µg (E)), Kanamycine 30 µg (K), Pénicilline 6 µg (P), Spiramycine 100 µg 

(SP) et Vancomycine 30 µg (VA)) a été étudiée par l’application de la méthode décrite par 

Yattara et al.  (2000). La boite de pétri gélosée est  inondée  avec  300 µl de culture 

bactérienne. Puis, la suspension est étalée sur toute la surface de la gélose afin d'obtenir la 

quantité la plus homogène possible de bactéries à la surface et on laisse sécher la suspension 

pendant 5 minutes. A l'aide d'une pince stérile, on applique les disques d’antibiotiques en  

appuyant  légèrement pour  assurer le contact avec le milieu. Ainsi, 6 disques sont placés sur 

une boite de 9 cm de diamètre, en prenant soin de flamber la pince à chaque nouvel 

antibiotique.  

Après application des disques, les souches sont incubées pendant 72h à 28°C.  

II.3. Résultats et discussion 

II.3.1. Caractéristiques morphologiques et de croissance des isolats 

  Tous les isolats testés forment, au bout de trois jours (72h d’incubation à 28°C), des 

colonies visibles sur milieu Yeast Mannitol Agar (YMA). Les colonies formées sont de 

couleur blanchâtre et translucide, d’un diamètre variable (1 à 3 mm), d’une forme circulaire, 

convexe d’un contour régulier et d’une surface lisse (photos 4). Cette description est en 

accord avec celles déjà faites pour les rhizobia dans la littérature (Vincent, 1970 ; Jordan, 

1984). Les isolats provenant des sols de Ghardaïa  ont formé des colonies plus muqueuses que 

celles des autres régions.  
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Photo 4: Aspect des colonies sur milieu YMA. 

II.3.2. Authentification des isolats  

Après six semaines d’inoculation, le test d’authentification a abouti à la formation de 

nodosités sur les racines de 117 jeunes plantules de luzerne (photo 5) (voir détail des souches 

en annexe 3). Ceci signifie que 117 isolats (sur un total de 148 isolats) ont été infectifs vis-à-

vis de la plante hôte (tableau 4). 

Tableau 4 : Nombres d’isolats infectifs obtenus par zone et par station. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Identification du site 

       

Nom de station 

Nombre des isolats infectifs  

Par zone Par région 

O1 Hassi Ben Abdallah (ITDAS) 18  

 

49 

O2 Oum Eraneb 05 

O3 Exploitation agricole de l’UKMO 06 

O4 Chott (Ain Beida) 20 

E1 Tenedla 08  

 

 

48 

E2 El-Meghaier 14 

E3 Djamaa 07 

E4 Guemar 13 

E5 Reguiba 06 

G1 Daïa Ben Dahoua 06  

 

 

20 

G2 Mansoura 03 

G3 Oued Laroui 03 

G4 Sebseb 06 

G5 El Guerrara 02 

Total des isolats infectifs 117 
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Photo 5: Formation de nodosités sur les racines de jeunes plantes de luzerne après 

inoculation. 

II.3.3. Caractérisation phénotypique des isolats 

II.3.3.1. Tolérance à la salinité 

La salinité des sols sahariens,  du sud de Biskra jusqu’à Touggourt, Ouargla et au-delà, 

a été beaucoup documentée (Durand, 1958 ; Halitim, 1988 ; Hamdy et al., 1995 ; Idder et al., 

2014). La salinité est un facteur de stress important pour les rhizobia, car elle inhibe leur 

persistance et leur développement (Graham, 1998 ; Farissi, 2014). Par conséquent, une 

sélection de souches de rhizobium tolérantes à la salinité est d'une grande importance pour la 

culture de la luzerne dans ces zones touchées par ce phénomène.  

 Les résultats obtenus montrent que toutes les souches testées présentaient un large 

spectre de tolérance à la salinité allant de 1,7 mM (0.1 g/l) à 640 mM (37.4 g/l) (figure 8). Par 

contre, aucune souche ne s’est avérée capable de croitre à 1280 mM. Selon Struffi et al. 

(1998) et Zahran (1999), les rhizobia nodulant la luzerne sont plus tolérants à la salinité par 

rapport à d'autres espèces de rhizobiums. Nos résultats vont avec ceux de Mohammad et al. 

(1991), Embalomatis et al. (1994), Chen (2000) et Jebara et al. (2000) qui indiquent que des 

souches de S. meliloti étaient tolérantes à des concentrations de NaCl comprises entre 300–

700 mM dans les sols grecs, américains, chinois et tunisiens respectivement. De même, une 

tolérance allant jusqu'à 800 mM de NaCl a été observée chez les rhizobia isolés de Medicago 

ciliaris et Medicago polymorpha collectés dans la Sebkha de Misserghine (Nord-ouest 

algérien) (Merabet et al., 2006). Elboutahiri et al. (2010), ont pu isoler des souches de S. 
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meliloti capables de croitre à 1711 mM  de NaCl, échantillonnés dans les zones fortement 

touchées par la salinité au sud du Maroc.  

 

 

Figure 8 : Tolérance des souches nodulant la luzerne à différentes concentrations en NaCl. 

 Il est toutefois important de signaler que la tolérance à une concentration donnée en 

NaCl ne signifie pas forcément une bonne croissance des souches. La figure 9 montre que la 

tolérance à la salinité diminue progressivement en fonction de l’augmentation de la 

concentration en sel.  

Les résultats de l’analyse de la variance montrent des différences significatives entre 

les concentrations 80, 160, 320 et 640 mM où les moyennes de croissances des souches 

diminuent avec l’augmentation des concentrations salines. Des différences non significatives 

de croissance des souches sont enregistrées entre les concentrations 1.7 et 40 mM qui 

appartiennent au même groupe ayant la meilleure croissance.   

Sous l’effet des de la salinité élevée, la survie des rhizobia dans le sol et la rhizosphère 

diminue, le temps de génération cellulaire augmente et l’ultrastructure cellulaire est perturbée 

(Mohammad et al., 1991 ; Hashem et al.,1998 ; Novikova et Gordienko, 1999 ; Farissi et al., 

2014). Quelques espèces de rhizobia s’adaptent aux conditions salines par accumulation 

intracellulaire de solutés organiques de faible poids moléculaire appelés osmolytes, tels que le 

glutamate, le tréhalose, la glycine bétaïne et les polyamines, ou par l'accumulation de K+. La 

glycine bétaïne est l'un des osmolytes les plus efficaces chez S. meliloti, qui peut être 

accumulé par synthèse, absorption ou les deux (Boscari et al. 2002). 
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Figure 9: effet de l’augmentation des concentrations en NaCl sur la croissance des souches 

nodulant la luzerne. 

Les résultats de l’analyse de la variance ont montré aussi des différences significatives 

entre les valeurs de croissances des différentes souches sur milieu YEM liquide. Le tableau 5, 

ci-dessous, résume les souches ayant eu les meilleures croissances, traduites par les valeurs de 

DO les plus élevées.  

Tableau 5 : Sélection des souches tolérantes à différentes concentrations en NaCl. 

Pour chaque paramètre, les moyennes dans la même colonne suivies de la même lettre ne sont pas 

significativement différentes, comme le détermine le test de la différence la moins significative de Fisher (LSD) 

à P = 0,05. 

La provenance des rhizobia a révélé une forte influence dans la tolérance au sel 

observée entre les souches. Nous constatons qu’aux faibles salinités (1.7 et 40 mM), les 

souches G132 et G424 qui proviennent de la région de Ghardaïa avaient les meilleures 

croissances. Aux concentrations 80 et 160 mM, c’est plutôt les souches O152, O211 et E141, 

pour ne pas citer que celles-là, provenant des régions de Ouargla et El Oued qui sont les plus 
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résistantes. Aux plus fortes concentrations, les souches issues de la région d’El Oued étaient 

les plus performantes.  

Les limites de tolérance à la salinité entre les rhizobia peuvent varier considérablement 

d’une espèce à une autre (Rai, 1983 ; Elsheikh et Wood, 1989) et même entre les souches de 

la même espèce (Kassem et al., 1985).  

La tolérance au sel pourrait être en rapport avec le taux de salinité du site d’isolement 

(El Hilali et al., 2002). Des résultats similaires ont été rapportés par Mohammed et al. (2000) 

pour des souches nodulant l’Acacia en Libye et Maâtallah et al. (2002) pour des souches de 

Mesorhizobium nodulant le pois chiche au Maroc. Egalement, Mpepereki et al. (1997) ont 

rapporté que l’existence de souches tolérantes à la salinité dans les sites salins peut être une 

indication d’une adaptation au stress osmotique qui est dû à l’augmentation de la 

concentration d’ions et à la variation de l’humidité du sol durant les périodes sèches.  

II.3.3.2. Tolérance au pH 

Les résultats relatifs aux taux de croissance des souches étudiées à différents pH 

montrent une diversité de réponses. Ces dernières tolèrent mieux le pH alcalin et neutre 

qu’acide  (Figure 10A). Les souches se montrent affectées par les pH trop acides et 

enregistrent des taux de croissance de 32.43%  et de 81.63% aux pH 4 et 5 respectivement. 

Aux pH peu acide (6), neutre (6.8) et alcalins (pH 8 et 9), nous avons observé 100% de 

croissance.  

  

Figure 10 : Tolérance des souches (A) et importance de leur multiplication (B) à différents 

pH. 
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Plusieurs études ont confirmé que les souches de Sinorhizobium nodulant la luzerne 

étaient sensibles au pH trop acide de 3,5 (Graham, 1992 et 1994 ; Thami-Alami et al. 2010 ; 

Elboutahiri et al. 2010) et toléraient l’acidité de pH de 5,5 à 6,0 où la plupart des isolats se 

développent (Howieson  et al., 1988 ; Del Papa et al., 1999). Nos résultats sont aussi en 

accord avec ceux d’Abo Hasani et al. (2010), Hameed et al. (2014), Thami-Alami et al. 

(2010) et Elboutahiri et al. (2010) qui indiquent que les souches de S. meliloti nodulant la 

luzerne étaient toutes résistantes à l’alcalinité du pH de 8 et 9.  

Comme pour le cas de la tolérance au NaCl, il est important de signaler que la 

tolérance à un pH donné ne signifie pas forcément une bonne multiplication des souches 

(figure 10B). Le test anova a montré des différences significatives entre la croissance des 

souches aux différents pH étudiés.  

Au pH 6,8, tous les isolats ont présenté une croissance maximale ce qui est en accord 

avec Rodrigues et al. (2006) et Shetta et al. (2011) stipulant que le pH optimal de 

multiplication des rhizobia se situe entre 6,5 et 7,0. Selon Bhargava et al., (2016), le pH 

neutre permet d'absorber une quantité appropriée de nutriments et entraîne une croissance 

optimale des rhizobiums.  

Nous avons remarqué que l’alcalinité est moins néfaste à la survie des rhizobia que 

l’acidité. Aux pH alcalins, la croissance est un peu ralentie mais reste généralement 

importante. Par contre, aux pH 4 et 5, la croissance était significativement ralentie. L’acidité 

du sol limite la survie et la persistance des rhizobiums (Graham et al., 1982; Brockwell et al., 

1991) par modification de la perméabilité de la membrane et l'absorption des nutriments 

(Bhargava et al., 2016). 

Selon Zahran (1999), les rhizobia adoptent des mécanismes différents pour survivre 

dans les conditions acides. Le pH cytoplasmique de quelques souches tolérantes à l'acidité, 

comme S. meliloti et R. leguminosarum, est moins affecté par l'acidité externe (O’Hara, 1989 ; 

Chen et al., 1993a ; Chen et al., 1993b ). Des différences dans la composition des LPS, 

l’exclusion et expulsion des protons H+ (Chen et al., 1993a ; Chen et al., 1993b), 

l’accumulation de polyamines cellulaires (Fujihara et al., 1993) et des taux élevés de 

potassium et de glutamate cytoplasmiques au niveau des cellules stressées (Aarons et 

Graham, 1991) ont été associés à la croissance des rhizobia à pH acide.  
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Douze souches, provenant des régions de Ouargla et de Ghardaïa, se sont montrées 

résistantes au pH 4 (O152, O413, O422, O452, G241, G124, G321, G424, G431, G4311 et 

G514). Selon Correa et Barneix (1997), la sélection de souches de rhizobiums plus tolérantes 

aux faibles pH permet d’améliorer la tolérance des légumineuses à l’acidité. 

II.3.3.3. Tolérance à la température  

En général, tous les isolats ont présenté une bonne croissance à 28 °C et 37 °C, 

caractérisée par l’apparition de colonies visibles sur milieu YEM solide et par des valeurs 

élevées de DO sur milieu YEM liquide (figure 11A et 11B). Toutefois, à 4 °C, seules les deux 

souches de références, Sm2011 et Sm1021, pouvaient croitre à cette température. 

L’augmentation de la température a entraîné une baisse sensible de la croissance. De ce fait, à 

45 °C, 15 isolats seulement (O144, O152, E251, E521, E532, G242, G321, G421, G422, 

G431, G4311, G514, G522, Sm2011 et Sm1021) se sont montrées thermotolérants.  

      

Figure 11: Tolérance des souches (A) et importance de leur multiplication (B) à différentes 

températures. 

Il est a signalé qu’aux températures extrêmes de 4 et 45 °C, des nombres réduit de 

colonies de petites tailles sur milieu solide et des densités optiques trop faibles sur milieu 

liquide ont caractérisés les isolats ayant pu croitre.  

Nos résultats concordent avec ceux de  Graham (1992) et Zahran (1999) stipulant que 

les rhizobia sont des bactéries mésophiles qui peuvent se développer à des températures se 

situant entre 10°C et 37°C et que la température optimale de croissance de la plupart des 

souches se situe entre 28°C et 31 °C.  En outre, les résultats que nous avons obtenus sont 

comparables à ceux de Thami-Alami et al. (2010) et Hameed et al. (2014) dont les études ont 

été menées respectivement dans la région aride du sud du Maroc et de l’Irak.  
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L’effet des températures basses (4°C)  sur l’arrêt 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) et les résultats ont montré 

que des souches sont capables de se multiplier à 40 °C et même à 45 °C. 

Il a été rapporté que les hautes températures sont parmi les principaux facteurs limitant 

la fixation d’azote par les rhizobia (Kishinevsky et al., 1992 ; Hungria et Franco, 1993). 

L’action similaire des basses températures a été également rapportée dans les régions très 

humides ou froides (Zhang et Smith, 1996).  

II.3.3.4. Résistances aux antibiotiques 

Les souches sinorhizobiennes testées aux différents types d'antibiotiques étaient 

visiblement différentes et présentaient des profils de résistance différents. La résistance des 

souches était importante à la spiramycine 100 µg (SP), la vancomycine 30 µg (VA) et la 

colistine 10 µg (CS), alors que leurs résistances étaient faibles, mais comparables, pour  les 

autres antibiotiques (figure 12).  

 

 

Figure 12: Effet des antibiotiques sur la croissance des souches nodulant la luzerne 

Les souches provenant de la région de Ghardaïa et les souches références sont 

globalement tolérantes aux antibiotiques, bien qu'à différents degrés (61,17 % et 65 % de 

résistance respectivement). Les souches provenant des régions de Ouargla et d’El Oued 
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présentent, quant à elles, de faibles niveaux de résistance de l’ordre de 35 % et 43.5 %, à part 

quelques isolats résistants à un seul antibiotique.  

La sensibilité aux antibiotiques, plus élevée chez des souches que chez des autres, peut 

être imputée à la biomasse microbienne moins abondante dans la rhizosphère (Grego et al., 

1995, in Cacciari et al., 2013). Au contraire, des souches plus résistantes que d’autres peuvent 

être observées pendant l’utilisation en grandes quantités de certains fumiers issus d’élevages 

intensifs, où les antibiotiques sont couramment additionnés à l’alimentation en concentrés 

utilisés pour traiter les maladies des animaux et favoriser leur croissance (McManus, 1997 ; 

Meka et Gold, 2004). 

II.3.4. Taxonomie numérique des traits phénotypiques 

Les caractéristiques phénotypiques des souches ont été utilisées pour construire un 

dendrogramme par la méthode UPGMA (figure 13). À environ 60% de dissimilarité, les 

souches rhizobiennes ont été classées en trois classes phénotypiques principales. La classe la 

plus importante (Classe 3) contenait 29 souches provenant toutes des régions de Ouargla et 

d’El Oued. La classe 1 est constituée de 17 isolats provenant exclusivement de la région de 

Ghardaïa. Les deux souches de références Sinorhizobium meliloti 1021 et S. meliloti 2011 

sont, quant à elles, classées dans une classe à part (Classe 2), plutôt proche de la classe 1 que 

de la classe 3.  

 Les résultats tirés des classes phénotypiques (figure 13, chap. III) sont fortement 

similaires à ceux de l’arbre phylogénétique concaténé des gènes recA et glnII. Les souches 

provenant de la région de Ghardaïa, appartenant  aux deux espèces S. kummerowiae et à S. 

meliloti, sont complètement séparées de celles des régions de Ouargla et d'El Oued qui 

peuvent représenter une lignée distincte des espèces déjà définies. Ce résultat ne concorde pas 

avec celui d’El Boutahiri et al. (2010), qui indiquent que les souches nodulant la luzerne, 

appartenant à divers groupes phénotypiques, étaient également réparties dans différents 

groupes génotypiques et qu'il n'y avait pas de relation entre les profils génétiques et 

phénotypes.  

 Le regroupement des souches bactériennes, à travers l'analyse de leurs 

caractéristiques métaboliques, peut être lié à l'origine géographique. Selon El Boutahiri et al. 

(2010), l'exposition à divers stress des rhizobia nodulant la luzerne, dans les sols marginaux 
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du Maroc, aurait pu augmenter la diversité phénotypique et génotypique et entraîner une 

évolution très diverse nécessaire à leur adaptation.  

 Selon Rodrigues et al. (2018), des bactéries appartenant à des taxons différents 

peuvent présenter des profils métaboliques similaires, ce qui indique la capacité des bactéries 

appartenant à différents groupes taxonomiques à occuper la même niche écologique. Dans 

notre cas, l’analyse phylogénétique a confirmé que les regroupements phénotypiques des 

souches sont établis selon l’appartenance aux mêmes groupes taxonomiques du genre 

Sinorhizobium.  
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Figure 13: Dendrogramme montrant la diversité phénotypique de 48 isolats rhizobiens 

nodulant  la luzerne. Le dendrogramme a été construit selon la méthode UPGMA, sur la base 

d’une matrice binaire de 27 caractères physiologiques. 
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II.4. Conclusion  

Les résultats rapportés dans ce chapitre ont montré que les caractéristiques 

morphologiques et de croissance des souches étudiées étaient en accord avec celles déjà 

décrites sur les rhizobia dans la littérature. Le test symbiotique  a abouti à l’authentification de 

117 souches infectives vis-à-vis de la plante hôte. La caractérisation des souches face aux 

contraintes abiotiques et biotique, réalisée au laboratoire, a montré une diversité de réponses. 

Les profils de résistance trouvés ont permis d’établir une taxonomie numérique. Cette 

dernière a placé les souches provenant de Ouargla et d’El Oued dans une classe et celles  de la 

région de Ghardaïa dans une autre. Les deux souches de références Sm1021 et Sm2011 sont 

classées dans une classe à part, plutôt proche de celle de Ghardaïa que de l’autre. Les résultats 

phénotypiques sont fortement similaires à ceux phylogénétiques qui classent les souches 

provenant de la région de Ghardaïa aux deux espèces S. kummerowiae et S. meliloti, qui sont 

complètement séparées de celles des régions de Ouargla et d'El Oued qui peuvent représenter 

une lignée distincte des espèces déjà définies. 

Les résultats de cette étude renforcent les informations déjà existantes sur les rhizobia 

nodulant la luzerne. La caractérisation phénotypique de ces souches n'avait encore jamais été 

étudiée. Il est recommandé d'utiliser davantage de caractères phénotypiques afin de mieux 

montrer les caractéristiques distinctes des souches et d’effectuer davantage d’enquêtes 

supplémentaires sur d’autres souches afin de sélectionner les plus efficientes et de produire 

des biofertilisants efficaces, permettant d’accroître la production de cette légumineuse 

fourragère dans les régions semi-arides et arides du monde.  
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III.1. Introduction  

 Il a été démontré qu’un gène hautement conservé, tel que l'ARNr 16S, ne convient pas 

à la discrimination d'espèces étroitement apparentées. Sullivan et al.  (1996) et Jaspers et 

Overmann (2004) ont rapporté que des espèces bactériennes différentes possédaient des 

séquences de gènes d'ARNr 16S identiques ou presque identiques. L'utilisation récente de 

l'analyse de séquences multilocus (MLSA) de plusieurs gènes codant pour des protéines 

fonctionnelles (ex. atpD, recA, glnII et rpoB …etc.) (Gupta, 1998; Gao et al., 2001; Martens 

et al., 2007; Silva et al., 2007; Chen et al., 2008; Menna et 2009; Tindall et al., 2010) a donné 

des phylogénies qui concordent avec les phylogénies correspondantes du gène de l'ARNr 16S. 

(Gaunt et al., 2001; Zhang et al., 2012). Martens et al.  (2007) ont confirmé que l’analyse 

MLSA des gènes de ménage est supérieure à  l'ARNr 16S pour la discrimination d'espèces de 

Sinorhizobium. 

 L’objectif de ce chapitre est d’évaluer la position taxonomique des différentes souches 

de la collection associées à la luzerne dans la région d’étude. Deux gènes de ménage, recA  

(une recombinase) et glnII  (une glutamine synthétase) et un gène symbiotique nodC (N-

acétylglucosaminyltransférase), sont utilisés pour évaluer la diversité génétique et la 

phylogénie des populations de rhizobia. 

III.2. Matériel et méthodes  

III.2.1. Méthodes d’extraction de l’ADN  

 L'ADN génomique total de 60 isolats a été extrait à l'aide de colonnes DNeasy® Blood 

and Tissue Kit (QIAGEN Ltd.) à partir de cellules rhizobiennes cultivées pendant 3 jours dans 

le milieu YMB à 28 °C sous agitation continue (200 tpm), conformément au protocole suivant 

du fabricant : 

 Prendre 1 ml de chaque souche dans un microtube de 1.5 ml  et centrifuger 10 min 

à 7500 tr / min. Jeter le surnageant ; 

 Remettre le culot en suspension dans 180 µl de tampon ATL (tampon de lyse 

tissulaire) ; 

 Ajouter 20 µl de protéinase K et mélanger soigneusement au vortex et incuber à 56 

°C (1 à 3 heures) jusqu'à ce que le tissu soit complètement lysé. Vortexer de temps en temps 

pendant l'incubation ; 
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 Vortexer pendant 15 s. Ajouter 200 µl de tampon AL (tampon de lyse) à 

l’échantillon et bien mélanger au vortex. Ajoutez ensuite 200 µl d'éthanol (96 à 100%) et 

mélangez à nouveau soigneusement au vortex. 

 Pipeter le mélange dans la mini colonne (filtre) de centrifugation et placer dans le 

tube collecteur de 2 ml. Centrifuger à 8000 tpm pendant 1 min. Jeter le tube d’écoulement et 

de collecte. 

 Placer le filtre dans un nouveau tube collecteur de 2 ml, ajouter 500 µl de tampon 

AW1 (tampon de lavage 1) et centrifuger pendant 1 minute à 8000 tpm. Jeter le tube 

d’écoulement et de collecte. 

 Placez le filtre dans un nouveau tube collecteur de 2 ml, ajoutez 500 µl de tampon 

AW2 (tampon de lavage 2) et centrifugez pendant 3 min à 14 000 tpm pour sécher la 

membrane DNeasy. Jeter le tube d’écoulement et de collecte. 

 Placez le filtre dans un microtube propre de 1,5 ml ou de 2 ml et pipetez 200 µl de 

tampon AE directement sur la membrane de DNeasy. Incuber à la température ambiante 

pendant 1 min, puis centrifuger pendant 1 min 8000 tpm. 

 Placer l’ADN à -20°C en attendant une éventuelle utilisation. 

III.2.2. Amplification de l'ADN par la technique de PCR 

 Un total de 60 isolats a été sélectionné pour l’amplification de l'ADN par la 

technique de PCR des gènes de ménage (glnII  et recA) et du gène symbiotique nodC.  

 Le principe de la méthode d'amplification d'ADN in vitro ou PCR (de l'anglais 

Polymerase Chain Reaction = Réaction de Polymérisation en Chaine) consiste à amplifier de 

façon spécifique une région d'acide nucléique, dont la séquence nucléotidique est connue au 

moins partiellement à l'aide de deux amorces oligonucléotidiques. Chaque couple d'amorce 

composé d'un oligomère complémentaire de l'extrémité 3' du monobrin d'ADN à amplifier et 

d'un autre oligonucléotide complémentaire de l'extrémité 3' du brin antiparallèle, est 

susceptible de s'hybrider spécifiquement avec chacun des deux brins d'ADN aux extrémités 

de la région choisie pour l'amplification (Howieson et Dilworth, 2016). 

La polymérisation est réalisée en présence de désoxynucléotides triphosphates : dNTP 

(dATP, dTTP, dCTP, dGTP) et d'ADN polymérase isolé à partir de Thermus aquaticus 

(Mullis et al., 1987), une bactérie se développant à une haute température. Cette Taq 

polymérase fabrique à partir des amorces une copie de chaque brin d'ADN, et ceci multiplie 
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par 2 le nombre initial de copies de la région d'ADN concernée. Les fragments néosynthétisés 

servent ensuite eux-mêmes de matrice pour initier l'étape de polymérisation du cycle suivant. 

La répétition des trois étapes, dénaturation, hybridation, polymérisation, aboutit à une 

amplification exponentielle de la séquence cible considérée, soit à une amplification théorique 

de 2n fois par génome haploïde, où n représente le nombre de cycles d'amplification réalisés.  

III.2.3. Amorces d'amplification  

 L'amplification des gènes nécessite, en plus de l'ADN, des amorces spécifiques. Les 

gènes de ménages glnII  et recA  et le gène symbiotique nodC  ont été amplifiés en utilisant 

respectivement les amorces suivantes: GSII-1F (5'-AACGCAGATCAAGGAATTCG-3') et 

GSII-4R (5'-GCGACGATCTGGTGGTAGGGGGT-3') (Turner et Young, 2010) ; recA_41F 

(5’-TTCGGCAAGGGMTCGRTSATG-3’) et recA_640R (5’-

ACATSACRCCGATCTTCATGC-3’) (Vinuesa et al., 2005); nodC _for540 (5’-

TGATYGAYATGGARTAYTGGCT-3’) et nodC _rev1160 (5’-

CGYGACARCCARTCGCTRTTG-3’) (Sarita et al., 2005). Les amorces utilisées ont été 

fournies par Sigma Aldrich Spain (Madrid).  

III.2.4. Conditions d'amplification et cycle PCR  

 La réaction de PCR a été réalisée dans un volume réactionnel de 25 µl contenant 2,5 µl 

de tampon de réaction (10 fois concentré) avec MgCl2 (Biotools), 2 µl d’ADN, 1 µl de Taq 

polymérase (Biotools), 0,5 µl de dNTP, 1 µl de chaque amorce et 17 µl d'eau distillée.  

 Les programmes thermiques pour les réactions PCR de glnII ,  recA  et nodC  ont été 

réalisés comme suit : 

Etape 1: 95°C ….. 90s (préchauffage)  

Etape 2: 95°C ….. 45s × 35 cycles (dénaturation) 

Etape 3 : 55°C ….. 45s (hybridation)                               Pour glnII  et recA   

Etape 4: 72°C ….. 2min (élongation) 

Etape 5: 72°C ….. 7min (élongation)     

Etape 1: 95°C ….. 3 min (préchauffage)  

Etape 2: 95°C ….. 1 min × 35 cycles (dénaturation) 

Etape 3: 55°C ….. 1 min (hybridation)                             Pour nodC   

Etape 4: 72°C ….. 2 min (élongation)                             

Etape 5: 72°C ….. 7 min (élongation) 
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III.2.5. Quantification et purification des produits de la PCR 

 La quantité d'ADN a été déterminée en utilisant un spectrophotomètre NanoDrop 

(NanoDrop ND1000) (annexe 4). Les amorces non incorporées et les dNTPs ont été retirés 

des mélanges de PCR avec PCR Clean-up  selon le protocole décrit par le fabricant 

(Macherey-Nagel).  

III.2.6. Contrôle de la réaction de PCR par électrophorèse  

 Les produits de PCR ont été vérifiés par électrophorèse dans un gel d'agarose à 1% 

immergé dans un tampon 10×TBE (Tris-borate-EDTA) (Del Papa et al., 1999). Après 

dissolution de l'agarose à chaud, la solution refroidie dans laquelle on ajoute du TBE, est 

coulée dans un moule muni de peignes. Le gel, ainsi solidifié, est transféré dans la cuve 

d'électrophorèse remplie du même tampon pour la migration. 

 Un volume de 5 µl de produit PCR de chaque souche est additionné à 5 µl de colorant 

de charge Orange G (Sigma-Aldrich), puis déposé dans un puits du gel. La migration 

s'effectue dans un champ électrique de 100 volts pendant environ 1 heure. 

Pour chaque électrophorèse, nous avons prévu un contrôle positif et un contrôle 

négatif. Le control positif consistait en un fragment d’ADN, déjà amplifié de Rhizobium 

leguminosarum, de taille connue et égale à celle du gène cible. Le contrôle négatif consiste 

seulement en un tampon de réaction mélangé à l’eau distillée. 

 Les gels ont été colorés avec SYBR® safe (Invitrogen) et visualisés avec un système 

Gel Doc EZ (Bio-Rad). La taille des fragments est estimée grâce à une échelle de référence de 

poids moléculaire commerciale de 1 kb (Nippon Genetics).  

III.2.7. Séquençage direct des produits PCR  

 Les réactions de séquençage ont été réalisées à Stabvida (Lisbonne, Portugal). La 

qualité des chromatogrammes de séquences a été vérifiée et modifiée manuellement avec le 

logiciel BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999) et automatiquement avec le logiciel DNA Baser Assembler 

v4.36.0 (Heracle BioSoft, http://www.DnaBaser.com).  

 

http://www.dnabaser.com/
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III.2.8. Analyse et alignement des séquences 

 Initialement, une recherche par BLAST (Altschul et al., 1990) a été effectuée via le 

site Web du portail NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov ) aux fins d'identification 

préliminaire. Les séquences des espèces de références fortement similaires à nos souches ont 

été téléchargées. Les analyses phylogénétiques ont été effectuées à l'aide du logiciel MEGA 

6.06 (Tamura et al., 2013). Un arbre phylogénétique NJ (Neighbor Joining) a été construit à 

l'aide du modèle d'évolution Kimura 2 paramètre (Kimura, 1980). La stabilité des 

groupements a été vérifiée par une analyse "bootstrap" de 1000 répétitions.  

III.3. Résultats et discussions  

III.3.1. Résultats du contrôle de la réaction de PCR par électrophorèse  

 La PCR réalisée sur les gènes glnII, recA et nodC, respectivement, a permis d'en 

amplifier les trois gènes de 48 souches (sur un total de 60 souches prises pour cette étude). 

Cette amplification a généré une bande unique pour chaque gène révélée par électrophorèse 

chez l'ensemble des souches et évaluée visuellement par comparaison au marqueur utilisé 

(figures 14, 15 et 16). 

 

Figure 14: Gel d'électrophorèse montrant l'amplification partielle du gène glnII (quelques 800 

pb) des isolats nodulant la luzerne. Puits : M = marqueur de poids moléculaire de 100 pb (de 

100 pb à 3 kb) ; + = témoin positif (souche de Rhizobium leguminosarum) ; - = témoin 

négatif ; 1 à 19 : isolats de cette étude. 

M 

M 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figure 15: Gel d'électrophorèse montrant l'amplification partielle du gène recA (quelques 700 

pb) des isolats nodulant la luzerne. Puits : M = marqueur de poids moléculaire de 100 pb (de 

100 pb à 1 kb) ; + = témoin positif (souche de Rhizobium leguminosarum) ; - = témoin 

négatif ; 1 à 24 : isolats de cette étude ; l’isolat 21 n’a pas été amplifié ce qui nous a contraint 

de refaire sa PCR. 

 

Figure 16: Gel d'électrophorèse montrant l'amplification partielle du gène nodC (quelques 

600 pb) des isolats nodulant la luzerne. Puits : M = marqueur de poids moléculaire de 100 

pb (de 100 pb à 1 kb) ; + = témoin positif (souche de Rhizobium leguminosarum) ; - = témoin 

négatif ; 1 à 20 : isolats de cette étude. 

21     - 
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III.3.2. Analyse phylogénétique 

 Sur les 60 souches présélectionnées, 48 seulement ont eu une amplification des trois 

gènes cibles. Un fragment recA de 596 pb a été amplifié avec les amorces recA_41F et 

recA_640R (Vinuesa et al., 2005). Des séquences partielles de glnII, 841 et 844 pb, ont été 

obtenues avec les amorces GSII-1F  et GSII-4R (Turner et Young, 2010). Un fragment de 

nodC partiel (552 pb) a été amplifié avec les amorces nodC _for540 et nodC _rev1160 (Sarita 

et al., 2005) d’une longueur de 521 pb. 

 Les arbres phylogénétiques ont été construits en utilisant la méthode Neighbour-

Joining (NJ) et le modèle d’évolution de Kimura à deux paramètres. L'analyse Bootstrap est 

basée sur 1000 réplications.  

Tableau 6: Similarités des séquences entre 48 souches isolées à partir de nodosités racinaires 

de luzerne et les souches types apparentées pour les gènes glnII, recA  et nodC.  

 Gènes marqueurs et similarités des séquences avec les souches types 

 glnII  recA  glnII +recA  nodC  

Souches types Similarité 

% 

Nombres 

de souches 

Similarité 

% 

Nombre de 

souches 

Similarité 

% 

Nombre de 

souches 

Similarité 

% 

Nombre de 

souches 

S. meliloti USDA 

1002T 

 

99% 

98% 

97% 

14 

10 

24 

100% 

99% 

98% 

05 

06 

37 

99% 

98% 

97% 

14 

27 

07 

99% 

97% 

96% 

89% 

18 

08 

18 

04 

S. kummerowiae 

CCBAU 71714T 

100% 

99% 

98% 

97% 

04 

10 

33 

01 

99% 

98% 

04 

44 

 

99% 

98% 

13 

35 

96% 

95% 

94% 

90% 

02 

13 

29 

04 

S. medicae A321T 

 

 

S. medicae USDA 

1037  

91% 

92% 

93 

 

 

01 

46 

01 

 

 

91% 

 

48 

 

 

92% 

91% 

 

 

 

47 

01 

 

 

 

 

 

100% 

99% 

96% 

90% 

 

 

 

02 

13 

29 

04 

 

III.3.3. Phylogénie des gènes de ménage 

 Les souches étudiées sont plus étroitement apparentés à S. meliloti et S. kummerowiae 

qu'aux autres espèces appartenant au genre Sinorhizobium, pour la phylogénie des gènes de 

ménage (tableau 6). L’analyse des séquences des gènes glnII  et recA  a révélé respectivement 

des similarités de 97,56–99,52 % et 98,24–100 % avec la souche type S. meliloti USDA 
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1002T et 97,69-100 % et 98,22-99,56 % avec les souches type S. kummerowiae CCBAU 

71714T et seulement 91,69-93,34 % et 91,19-91,56 % avec la souche type S. medicae A321T.  

III.3.3.1. Phylogénie du gène glnII  

 L'arbre phylogénétique correspondant au gène glnII  (Fig. 17) montre que les souches 

testées sont regroupées en deux groupes avec un support bootstrap élevé (une valeur bootstrap 

de 99 pour le groupe I et de 70 pour le groupe II). Le groupe I est constitué de 14 souches 

provenant exclusivement de la région de Ghardaïa, étroitement apparentés aux souches de 

référence S. kummerowiae CCBAU 71714T et S. meliloti USDA 1002T. Treize souches 

(G421, G422, G242, G424, 431, G4311, G514, G211, G242, G315, G321, G122 et G124)  

sont groupées avec S. kummerowiae CCBAU 71714T avec des similarités 99,82 à 100% et 

une souche uniquement, qui est G312, avec S. meliloti USDA 1002T avec une similarité de 

séquence de 99,52%. Le groupe II est composé de 34 isolats provenant des régions d'El Oued 

et de Ouargla (sauf G131, G132 et G522 provenant de Ghardaïa), qui sont séparés des 

souches types de référence et suggèrent que ces nouvelles souches peuvent représenter une 

lignée distincte des espèces définies. Les similitudes entre les souches de ce groupe et les 

souches de type S. kummerowiae CCBAU 71714T et S. meliloti USDA 1002T sont 

respectivement de 97,69 à 98,58% et de 97,46 à 98,19%.  
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Figure 17 : Arbre phylogénétique NJ du gène glnII  (539 pb) montrant la relation entre les souches nodulant de 

la luzerne (mentionnées en gras) et les espèces appartenant au genre Sinorhizobium – Ensifer. Les valeurs de 

bootstrap (1000 répétitions) sont indiquées au-dessus des branches. Les numéros d'accession GenBank sont 
indiqués entre parenthèses. Bradyrhizobium japonicum USDA6T est utilisée comme groupe externe. Les souches 

types sont indiquées par la lettre T en exposant. La barre d'échelle indique le nombre de substitutions par site. 

 

III.3.3.2. Phylogénie du gène recA  

 Les souches testées sont regroupées en 2 groupes distincts avec des valeurs de 

bootstrap très élevées de l’ordre de 97 pour le groupe I et de 93 pour le groupe II (Fig. 18). Le 

groupe I est composé de 14 souches provenant tous de la région de Ghardaïa et fortement liés 

aux souches types S. meliloti USDA 1002T et S. kummerowiae CCBAU 71714T. Dix souches 

(G122 G124 G211 G241 G242 G312 G315 G321 G421 G422) sont regroupées avec la souche 

type S. meliloti USDA 1002T avec une similarité de séquence 100 %. Quatre autres souches 

(G424 G431 G4311 G514) sont regroupés avec la souche de référence S. kummerowiae 

CCBAU 71714T et présentant une similarité de séquence de 99,24% (figure 18).   
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Le groupe II, quant à lui, est composé de trente-quatre souches issues des régions d'El 

Oued et de Ouargla (à l'exception de G131, G132 et G522 qui proviennent de Ghardaïa) et 

sont regroupés à part, c’est-à-dire que leurs similarités restent très élevées avec les souches de 

référence S. meliloti USDA 1002T et S. kummerowiae CCBAU 71714T (98,22 à 98,67%) mais  

forment sur l’arbre un clade individualisé. 

 

Figure 18 : Arbre phylogénétique NJ du gène recA  (430 pb) montrant la relation entre les souches isolées de la 

luzerne (mentionnées en gras) et les souches types appartenant au genre Sinorhizobium – Ensifer. Les valeurs de 

bootstrap (1000 répétitions) sont indiquées au-dessus des branches. Les numéros d'accession GenBank sont 

indiqués entre parenthèses. Bradyrhizobium japonicum USDA6T est utilisée comme groupe externe. Les souches 

types sont indiquées par la lettre T en exposant. La barre d'échelle indique le nombre de substitutions par site. 
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III.3.3.3. Phylogénie des gènes de ménage (recA + glnII) 

 Afin d'affiner la phylogénie de nos souches, un arbre phylogénétique a été 

reconstitué à partir de séquences de gènes de ménages concaténés des gènes glnII  et de recA  

(Fig. 19). Les résultats du regroupement des souches sont généralement similaires à ceux des 

arbres de gènes individuels. Les 48 souches ont été regroupées en 2 groupes différents. 

Quatorze  souches appartiennent au groupe I avec une valeur de bootstrap de 98 %. Sept 

souches (G122, G124, G211, G242, G315, G321 et G321) sont regroupées avec la souche de 

référence S. meliloti USDA 1002T avec une similarité de séquences de 99,48 à 99,69 % et sept 

autres (G431, G4311, G514, G424, G241, G421 et G422) sont liées avec la souche de 

référence S. kummerowiae CCBAU 71714T avec des taux de similarité de 99,38 à 99,69 %.  

 Il est à noter que toutes les souches composant le groupe I proviennent de la région 

de Ghardaïa. Le groupe II, composé de 34 souches provenant exclusivement des régions d'El 

Oued et de Ouargla (à l'exception des trois souches, précédemment mentionnées dans 

l'analyse individuelle des gènes de ménage, issus de la région de Ghardaïa), forme clairement 

un groupe séparé des souches de référence et du groupe I de cette étude avec une valeur du 

bootstrap pour ce groupe est de 97%. Les similarités entre les souches du Groupe 2 et les 

souches de référence les plus proches sont respectivement de 97,73 à 98,25 % avec S. meliloti 

USDA 1002T et de 98,04 à 98,56% avec S. kummerowiae CCBAU 71714T. 
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Figure 19 : Arbre phylogénétique NJ construit à partir des gènes de ménage concaténés recA  et glnII  

(969 pb) montrant les relations phylogénétiques entre les souches nodulant la luzerne et les espèces du 

groupe Sinorhizobium – Ensifer. Les valeurs de bootstrap (1000 répétitions) sont indiquées au-dessus 
des branches. Bradyrhizobium japonicum USDA6T est utilisée comme groupe externe. Les souches 

types sont indiquées par la lettre T en exposant. La barre d'échelle indique le nombre de substitutions 

par site. Les numéros d’accession de GenBank des souches types sont indiqués en annexe 5.  

 

III.3.4. Phylogénie du gène symbiotique nodC  

 L'arbre phylogénétique du gène nodC  a placé les souches dans trois groupes 

distincts, avec des valeurs de bootstrap de 100% pour les groupes I et III et de 99% pour le 

groupe III, comme présenté par la figure 20. Les souches des groupes I et II  proviennent des 

trois zones d’étude et sont regroupées respectivement avec les souches types S. meliloti 

USDA 1002T et S. medicae A321T avec des similarités des séquences de l’ordre de de 97,05 à 

99,66% et de 99,65 à 100 %. Les souches G431, G4311 et G514 du groupe III présentent une 

similarité de séquence élevées avec la souche S. meliloti LAIII42 (99,66 %) et proviennent de 

la région de Ghardaïa.  
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Figure 20 : Arbre phylogénétique NJ du gène partielles nodC  (479 pb) montrant les relations 

phylogénétiques entre les souches nodulant la luzerne et les espèces du groupe Sinorhizobium – 

Ensifer. Les valeurs de bootstrap (1000 répétitions) sont indiquées au-dessus des branches. Les 

souches types sont indiquées par la lettre T en exposant. La barre d'échelle indique le nombre de 

substitutions par site. 

 

III.4. Discussion 

 Dans cette étude, nous avons analysé pour la première fois une collection de 

rhizobia composée de 48 souches obtenues à partir de nodosités racinaires de la luzerne 

cultivée Medicago sativa L., à l'aide de séquences génétiques des gènes recA, glnII  et nodC  

pour l’analyse phylogénétique. 
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III.4.1. Analyse phylogénétique des gènes de ménage 

 De nombreuses études ont décrit les S. meliloti et S. medicae comme les seuls rhizobia 

capables de noduler la luzerne (Carelli et al., 2000; Biondi et al., 2003; Langer et al., 2008; 

Elboutahiri et al., 2010). L’analyse phylogénétique des gènes de ménage recA  et glnII  a 

montré que c’est plutôt S. meliloti et S. kummerowiae qui sont les microsymbiotes dominants 

de Medicago sativa dans les régions sahariennes de l’Algérie. Nos souches étaient étroitement 

liées à S. meliloti et à S. kummerowiae plutôt qu'à d'autres espèces du genre Sinorhizobium. 

L'analyse des séquences de recA et de glnII a révélé respectivement des similarités de 98–

100% et 97–99% avec la souche type S. meliloti USDA1002T, 98-99% et 98-100% avec la 

souche type S. kummerowiae CCBAU71714T et seulement 91% et 91-93% de la souche de 

type S. medicae A321T. Nos résultats convergent avec ceux de Wei et al.  (2002) et Toularoud 

et al.  (2016) qui ont mentionné que S. kummerowiae pourrait noduler efficacement la luzerne 

dans les sols chinois et turcs. Baba Arbi et al. (2015) et Chaïch et al.  (2016) ont récemment 

signalé la présence de S. kummerowiae dans les zones d'étude comme microsymbiote 

dominant avec S. meliloti chez les légumineuses spontanées Medicago littoralis, Melilotus 

indicus et Genista saharae. 

 La figure 19 montre que les souches ont été regroupées en 2 groupes différents : Le 

groupe I comprend 7 isolats étroitement liés avec S. Kummerowiae présentant une similarité 

de séquence de 99,39 à 99,69% et 7 autres avec S. meliloti avec une similarité de 98,97 à 

99,17% respectivement. Trente-quatre souches composant le groupe II ont été séparées des 

souches de référence et suggèrent que ces nouveaux isolats pourraient représenter une lignée 

distincte des espèces déjà définies. Comme suggéré par Toularoud et al.  (2016), d'autres 

analyses phylogénétiques des gènes de ménage peuvent aider à résoudre davantage la relation 

taxonomique entre S. kummerowiae et S. meliloti, qui ne peuvent être au final qu’une seule 

espèce vu la ressemblance existant entre elles. 

 Les résultats tirés de l’arbre concaténé (Figure 19) sont généralement similaires à 

ceux des arbres des gènes individuels (Figures 17 et 18). Les isolats d’origine de Ghardaïa 

appartiennent aux deux espèces S. kummerowiae et à S. meliloti et sont complètement séparés 

de ceux de Ouargla et d'El Oued, ce qui peut représenter une lignée distincte des espèces déjà 

définies. 
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3.4.2. Analyse phylogénétique des gènes symbiotiques 

 Le gène nodC  est très important pour la nodulation et la fixation de l'azote chez toutes 

les espèces rhizobiennes (Laguerre et al., 2001). Les similarités entre les séquences de nodC  

et le spectre d’hôtes de rhizobia sont utilisées pour définir les symbiovars chez les rhizobia 

(Tian et al., 2012; Peix et al., 2015). À ce jour, neuf symbiovars ont été décrits au sein du 

genre Sinorhizobium, à savoir mediterranense, acaciellae, fredii, lancerottense, medicaginis, 

meliloti, rigiduloides, acacieae et sesbaniae (Lortet et al., 1996 ; Villegas et al., 2006; Rogel 

et al., 2011 ; Léon-Barrios et al., 2011; Mnasri et al., 2012; Gubry-Rangin et al., 2013). 

 Un arbre phylogénétique construit selon la méthode NJ, des séquences du gène nodC, 

a révélé trois groupes bien distincts avec des valeurs de bootstrap de 97, 99 à 100% (figure 

20). Vingt-neuf souches appartiennent au groupe I, composé de souches présentant une 

similarité de 97,05 à 99,66% avec S. meliloti USDA 1002T. Le groupe II est composé de 

quinze souches présentant une similitude de 99,48 à 100% avec la souche S. medicae AP15. 

Trois souches distinctes formant le groupe III présentent une similarité de 99,66% avec S. 

meliloti LAIII42. 

 Pour étiqueter les groupes résultants, nous avons utilisé le système de biovars 

symbiotiques ou symbiovars (équivalent aux biovars) proposé par Rogel et al.  (2011) et De 

Meyer et al.  (2011). Ainsi, les souches de Sinorhizobium utilisées dans cette étude 

appartiennent à deux types de symbiovars : meliloti (groupes I et II) et medicaginis (groupe 

III) décrits par Villegas et al.  (2006). Ces résultats s'expliquent par le fait que les isolats 

testés ainsi que S. meliloti et S. medicae ont la même plante hôte.  

 Plusieurs études ont montré que l'histoire évolutive des gènes chromosomiques peut 

être différente de celle des gènes symbiotiques. Ces études s’appuient sur l’analyse 

phylogénétique comparée des séquences des gènes nod, nif et de gènes chromosomiques 

(Mergaert et al., 1997 ; Haukka et al., 1998 ; Laguerre et al., 2001). La classification résultant 

de l'analyse du gène symbiotique nodC  reflète la spécificité d'hôte, tandis que la phylogénie 

basée sur les gènes chromosomiques est indépendante de la plante hôte (Laguerre et al., 

2001). La comparaison entre la phylogénie de l’ADNr16S des rhizobiums et la phylogénie de 

leur légumineuse hôte permet également de conclure que la taxonomie des rhizobiums ne 

reflète pas les propriétés symbiotiques. Les symbiovars peuvent être partagées par différentes 

espèces en raison des transferts latéraux de gènes symbiotiques (Rogel et al., 2011). 
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III.5. Conclusion  

 La présente étude fournit la première analyse de la diversité phylogénétique des 

rhizobia indigènes nodulant la luzerne au Sahara septentrional est-algérien. Les informations 

générées à partir des séquences de gènes de ménages combinés (recA et glnII) ont clairement 

montré que les souches de la collection étaient toutes affiliées au genre Sinorhizobium. 

L’analyse phylogénétique a montré l’existence de deux groupes distincts où les souches du 

premier groupe, d’origine de Ghardaïa, appartiennent aux espèces S. meliloti et S. 

kummerowiae. Les souches composant le groupe II, originaires de Ouargla et d'El Oued, ont 

été séparées des souches de référence et suggèrent que celles-ci pourraient représenter une 

lignée distincte des espèces déjà définies.  

 La phylogénie des gènes chromosomiques était différente de celle du gène 

symbiotique nodC. La classification résultant de l'analyse du gène nodC  reflète la spécificité 

d'hôte, tandis que la phylogénie basée sur les gènes chromosomiques est indépendante de la 

plante hôte. 

 La détermination du statut taxonomique exacte des souches de la collection étudiées 

par d’autres techniques moléculaires, en l’occurrence le séquençage du gène de l’ADNr 16S 

ainsi que d’autres gènes de ménage, est à entreprendre dans le futur. 

  

 

 

 

 

 



 

 

Chapitre IV : 

 Amélioration de la croissance de la 

luzerne sous stress hydrique par 

inoculation avec des souches locales 

du genre Sinorhizobium. 
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IV.1. Introduction 

 Les légumineuses sont capables d'établir une symbiose avec les bactéries rhizobiennes 

et former des nodules où les bactéries trouvent les conditions appropriées pour réduire l'azote 

atmosphérique en ammoniac (Palma et al., 2013). La fixation symbiotique d'azote entre 

rhizobia et plus de 100 légumineuses importantes en agriculture contribue pour au moins la 

moitié de l'azote annuel fixé dans le sol (Peoples et Craswell, 1992) et constitue une 

alternative durable aux produits chimiques de fertilisation dans les zones touchées par la 

sécheresse. 

 La luzerne (Medicago sativa L.) est une importante légumineuse fourragère largement 

cultivée dans le monde (Chao et al., 2009) et est la plus importante culture de légumineuses 

fourragères des zones arides et semi-arides d’Afrique du Nord (Elboutahiri et al., 2010) en 

raison de son faible coût de production, sa qualité élevée (digestibilité et teneur en protéines) 

et sa distribution saisonnière tout au long de l’année (Castroluna, 2009).  

La sècheresse est responsable des pertes de récoltes les plus importantes dans le 

monde et devraient s'aggraver dans le futur, renforçant l'intérêt international pour la tolérance 

des cultures à la sécheresse (Sofi et al., 2017). Antolín et al. (1995) ont signalé que les 

feuilles de luzerne nodulées étaient moins sensibles à la diminution de leur teneur en eau, car 

elles maintenaient un taux de photosynthèse nette et de chlorophylle plus élevés sous un stress 

modéré que les plantes non nodulées fertilisées à l'azote. 

 L'objectif visait dans ce chapitre était d'examiner la croissance et la nodulation chez 

une population locale de luzerne provenant de la région de Ouargla, inoculée par quatre 

souches locales de Sinorhizobium sp. et deux souches introduites, utilisées comme références, 

sous différentes doses d’irrigation.  

IV.2. Matériel et méthodes 

IV.2.1. Souches bactériennes et conditions de croissance 

Un total de six souches a été utilisé dans cette étude. Quatre souches (O152, O172, 

E131 et E222) isolées à partir des nodules racinaires de luzerne (Medicago sativa L.) cultivée 

à Ouargla et El Oued ont été sélectionnées parmi quarante-huit autres, précédemment 

caractérisées, pour leur résistance aux facteurs pédoclimatiques prédominants dans ces 
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régions (pH, température et salinité) et aux antibiotiques (tableau 7). Elles ont été même 

caractérisées génétiquement et placées comme souches appartenant aux genres 

Sinorhizobium. Deux souches étroitement apparentées Sm1021 et Sm2011 de Sinorhizobium 

meliloti, utilisées comme références et capables de former des nodules fixateurs d'azote chez 

les plantes hôtes du genre Medicago ont également été incluses. Ces deux souches sont les 

dérivés de l'isolat type SU47 de S. meliloti (Wais et al., 2002). Elles ont été envoyées par Dr 

Hélène BERGES du centre de génomique des plantes (CNRGV, INRA-France). 

Tableau 7 : Codes des souches, plante hôte d'isolement, localisation géographique et type de 

climat.  

Souches Plante hôte Site d’échantillonnage Localisation Types de climat 

E131 M. sativa Tenedla Lat. 33°67’58’’N 
Long. 6°03’72’’E 

 Hyperarid 

E222 M. sativa El-Meghaier Lat. 33°56’25’’N 

Long. 5°92’71’’E 

 Hyperarid 

O152 M. sativa Hassi Ben Abdallah Lat. 32°00’77’’N 

Long. 5°46’27’’E 

 Hyperarid 

O172 M. sativa Hassi Ben Abdallah Lat. 32°00’77’’N 

Long. 5°46’27’’E 

 Hyperarid 

 

 Les souches bactériennes ont été cultivées à 28 °C pendant 72h sur un incubateur 

agitateur (200 tpm) dans le milieu YEM (Yeast Extract Mannitol) (Vincent, 1970). 

IV.2.2. Matériel végétal 

Une population locale de luzerne (Medicago sativa L.) originaire de l'oasis de Ouargla, 

où elle est cultivée depuis plusieurs décennies et est toujours largement utilisée par les 

agriculteurs locaux, a été choisie pour cette étude. Un test de germination des graines a été 

mis en œuvre afin de vérifier leur capacité germinative selon la méthode décrite par Mouradi 

et al. (2015) et Farissi et al. (2016).  Les graines ont été mises à germer à 25 °C à l’obscurité 

totale dans des boites de Pétri contenant un papier filtre arrosé par l’eau distillée. Trois 

répétitions de 40 graines par répétition ont  été effectuées. Une graine a été considérée germée 

lorsque la radicule dépasse de 2 mm le tégument de la graine. La durée de l’expérience 

recommandée était de 06 jours, pendant laquelle on comptait quotidiennement le nombre de 

graines germées.  
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Taux de germination (%) = (Nt / Ni) x 100 

Avec : Nt, le nombre de semences germées au temps t ; Ni, le nombre de semences mises à germer. 

Une fois la capacité germinative vérifiée, les graines ont été stérilisées en surface par 

immersion dans l'éthanol 95% pendant 10 secondes, puis dans une solution de HgCl2 acidifiée 

à 0,1% pendant 5 à 7 minutes et suivi de six rinçages successifs à l'eau distillée stérile 

(Somasegaran et Hoben, 1985). Après cela, les graines ont été trempées pendant une nuit dans 

de l'eau distillée stérile au réfrigérateur à 4 °C. 

IV.2.3. Plan expérimental 

Cette étude a été réalisée comme une expérience factorielle basée sur un plan 

complètement randomisé avec trois répétitions dans une serre semi-contrôlée de la Faculté des 

sciences de la Nature et de la Vie, de l'Université de Ouargla (de février à avril 2017). Les 

conditions de croissance étaient de 20/25 °C et de 50/60 % d'humidité relative.  

Nous avons utilisé comme substrat de culture un sable provenant de la zone de Sidi 

Khouiled (région de Ouargla), appartenant au grand erg oriental, qui avait subi une série 

d'opérations avant d'être utilisé, selon la méthode indiquée par Djerroudi et al. (2017). Le 

sable a été préalablement tamisé pour enlever toutes traces d’impuretés d’origine végétale ou 

animale puis lavé avec d’Acide Chlorhydrique (HCl) pendant 15 à 20 minutes pour éliminer 

les carbonates, les chlorures...etc. Ensuite, il a subi une série de lavage successifs à l’eau 

distillée (5 à 6 fois) afin d’éliminer toute trace de chlorure et mis à sécher à l’air libre.  

Des mesures de pH et de conductivité électrique (CE) ont été effectuées avant et après 

traitement du sable comme décrit par Pansu et Gautheyrou (2003). Le pH est un indicateur de 

l’état de fertilité du sol qui fournit des informations sur l’activité microbienne, sur la présence 

de certains sels toxiques et sur le degré d’assimilabilité des éléments par les plantes. Le 

classement des pH de sol a été fait selon les normes internationales (Aubert, 1978) (annexe 6) 

et est déterminé par la méthode électrométrique (pH mètre), selon un rapport  sol/eau (1/2,5). 

La mesure de CE renseigne sur sa salinité et déterminée par un conductimètre avec un rapport 

sol/eau (1/5) selon les normes de salinité USSL Staff (1954) et Aubert (1978) (annexe 7). 

Enfin, Une stérilisation s'en est suivie au four pasteur pendant 2 heures à 180°C.  

Les graines ont été semées dans des pots en plastique de forme carrée, d'un litre de 

volume et remplis de sable stérile (photo 6A). Six graines ont été semées par pot: deux 
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graines ont été placées dans chacune des 3 petites cavités dans lesquelles 1 ml d'inoculum 

fraîchement récolté a été ajouté (photo 6B). Des graines non inoculées ont été utilisées 

comme témoins (T). Au total, 84 traitements ont été testés. Le traitement consistait à inoculer 

ou non les graines de luzerne par une seule souche de Sinorhizobium sp. à un seul niveau de 

dose d'irrigation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

Photos 6: Description de quelques étapes de la mise en place du protocole expérimental et la 

croissance des plantes: A) semis des graines ; B) inoculation bactérienne ; C) germination et 

levée des jeunes plantules ; D) plantules en phase de croissance. 

 Les pots étaient arrosés tous les deux jours, pendant les deux premières semaines, avec 

100 ml de la solution nutritive de Fahraeus exempte d’azote (Vincent, 1970) dont la 

composition est mentionnée en annexe 2. Après 15 jours, les plantules ont été éclaircies à 

trois plantes par pot et un arrosage avec les différentes doses d'eau a été appliqué pendant huit 

A 
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semaines. Les limites d'eau imposées étaient de 25% (D2), 50% (D3) et 75% (D4) de la 

capacité au champ (100% = D4= 100 ml).  

IV.2.4. Mesures de la croissance et de la biomasse des plantes  

Les plantes ont été prélevées 10 semaines après le semis. Les plantes ont été 

soigneusement retirées du substrat et lavées doucement sous l'eau du robinet (photo 7). 

L'excès d'eau a été éliminé en pressant doucement les racines dans du papier absorbant. Les 

racines ont été coupées au niveau du collet et des mesures individuelles ont été moyennées sur 

les trois plantes pour obtenir une moyenne par pot. Les données de la hauteur des plantes 

(HT), la longueur des racines (LR), les poids secs des racines (PSR) et des tiges (PST) et le 

nombre de nodules (NN) ont été enregistrées. Les racines et les tiges ont été séchées 

séparément à 75 °C dans une étuve pendant 48 h et les poids secs (PS) ont été enregistrés 

(Wang et al., 2018). Les mesures du poids ont été effectuées à l'aide d'une balance 

électronique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Photo 7: Croissance différentielle des plantes de luzerne en fonction de la quantité 

d’eau d’arrosage. 
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IV.2.5. Analyses statistiques 

Les données recueillies sur différents paramètres ont été soumises à des analyses de 

variance (ANOVA) à l'aide du logiciel XLSTAT, Version 2016.02.28451 et à la comparaison 

des moyennes des traitements à l'aide de la plus petite différence significative (LSD) de 

Fisher à un niveau de probabilité de 5%. 

IV.3. Résultats et discussion 

IV.3.1. Taux de germination des graines 

La faculté germinative des graines était jugée satisfaisante avec un taux moyen de 

91,5±5,1%. 

IV.3.2. Valeurs de pH et de CE du sable 

Les résultats des analyses physico-chimiques de nos échantillons de sable sont 

mentionnées dans le tableau 8. L’interprétation des résultats est faite selon les normes 

indiquées en annexes 6 et 7. 

Tableau 8 : Résultats des analyses physicochimiques de sable avant et après traitement. 

Paramètres Sable avant traitement Sable après traitement 

CE (dS/m) 2.03 ± 0.05 0.61 ± 0.014 

pH 7.2 ± 0.082 6.63 ± 0.047 

 

Il est remarqué que les paramètres étudiés montrent des valeurs différentes avant et 

après traitement du sable. Selon les échelles de pH citée par USSL (1954) et AUBERT 

(1978), les valeurs obtenues montrent que le sable avant déminéralisation présentait des 

valeurs indiquant un sable salé et très légèrement alcalin. La déminéralisation a permis 

d’avoir un sable peu salé et très légèrement acide. 

  D’après Orloff (2007), la disponibilité maximale des nutriments pour la plupart des 

cultures se produit lorsque les valeurs de pH se situent entre 6,0 et 7,0. Cependant, des valeurs 

de pH comprises entre 6,3 et 7,5 sont recommandées pour la production de luzerne, car elles 

favorisent l'activité des bactéries rhizobiennes fixatrices d'azote.  
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 Les valeurs de CE, supérieures à 2 ds/cm, peuvent diminuer les rendements en 

luzerne, en fonction des ions spécifiques présents dans la solution sol-eau (Orloff, 2007). 

Comme la CE obtenue est inférieure à 2 ds/cm, nous concluons que le sable traité ne pose pas 

de problèmes ou de propriétés nuisibles au processus de symbiose rhizobium-légumineuse.  

IV.3.4. Croissance et rendement sous stress hydrique 

Les quatre traitements d'irrigation ont permis de développer différents degrés de 

réponse au stress hydrique chez les plants de luzerne. La croissance totale et le rendement ont 

été significativement affectés (Figure 21). Le stress hydrique croissant (D2, D3 et D4) a 

progressivement réduit la croissance de la plante exprimée en hauteur, longueur de la racine, 

poids sec des racines et des tiges et nombre de nodules par rapport aux plantes non stressées 

(D1).  

 Il a été établi que le stress dû à la sécheresse est un facteur très important limitant la 

croissance et le développement des plantes (Shao et al., 2008; Bhargava et Sawant, 2013). 

Nos résultats convergent avec ceux de Carter et Sheafer (1983), Hall (1993) et Safarnejad 

(2008) qui ont mentionné que la sécheresse affectait négativement l'élongation des tiges et des 

racines ainsi que la croissance générale de la luzerne. La quantité et la qualité de la croissance 

et du rendement des plantes en sont également affectés (Jaleel et al., 2009; Zlatev et Lidon, 

2012). 
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Figure 21: Effets du stress hydrique sur la hauteur de la plante (A), la longueur de la racine 

(B), les poids des tiges et des racines (C et D) et le nombre de nodules (E). 

 Aux doses d'irrigation D2 et D3, la croissance par rapport aux plantes non stressées D1 

a été réduite respectivement de 30 et 80% de la hauteur de la plante et de 31 et 72% de la 

longueur des racines. De même, le poids sec des tiges et des racines a diminué, mais cet effet 
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négatif était plus prononcé sur les tiges (39 et 75%) que sur les racines (pas de différence 

significative entre D1 et D2 et 66% entre D1 et D3). Nos résultats confirment que la 

croissance des tiges est souvent plus affectée par le stress hydrique que les racines car les 

racines ont une plus grande capacité d'osmorégulation que les tiges (Sarmadnia et Koucheki, 

1992; Safarnejad, 2008). 

 Un nombre réduit de nodules a également été observé après l'application d'un stress 

hydrique. Des réductions de 54, 79 et 91,62% ont été observées avec les doses D2, D3 et D4 

respectivement par rapport à la dose D1. 

IV.3.5. Effet de l’inoculation sur la croissance et le rendement  

 Les souches rhizobiennes réagissent différemment aux conditions environnementales 

défavorables telles que les températures élevées, le pH bas du sol, la sécheresse et la présence 

de pesticides, d'antibiotiques et de métaux lourds (Hefny et al., 2001). Les données obtenues 

ont montré que l'inoculation et son interaction avec les niveaux d'irrigation avaient un effet 

significatif sur la croissance et le rendement des plantes (tableau 9). 

 Les réponses des plantes de luzerne étaient clairement différentes selon les souches 

inoculantes. Nos résultats sont en accord avec ceux de Bradić et al. (2003) qui stipulent que 

l'efficacité symbiotique varie selon les différentes souches de S. meliloti. La sévérité du stress 

induit par les doses D3 et D4 a respectivement provoqué le flétrissement des plantes non 

inoculées (T) et de celles inoculées avec la souche E222 (dans D3) et les souches E131, E222 

et O172 (dans D4). Les plantes inoculées avec Sm2011, O152, Sm1021, O172 et E131 à la 

dose D3 et Sm2011, O152 et Sm1021 à la dose D4 étaient résistantes. 
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Tableau 9 : Effet de l'inoculation sur les paramètres de croissance et de rendement de la 

luzerne soumise au stress hydrique. 

Dose 

d’irrigation 

Souches  

Hauteur des 

tiges (cm) 

Poids sec 

des tiges 

(g/plante) 

Longueur 

des racines 

(cm) 

Poids sec 

des racines 

(g/plant) 

Nombre de 

nodules/plante 

 

 

 

 

D1 (100%) 

Sm1021 18.667 a 1.170 a 15.611 ab 1.817 a 22.667 ab 

O152 16.278 ab 0.630 ab 16.167 ab 1.440 ab 9.887 bc 

O172 13.722 abc 0.637 ab 17.111 ab 1.170 ab 7.997 c 

Sm2011 14.833 ab 0.597 b 14.722 ab 1.047 ab 14.667 abc 

E131 11.833 bc 0.303 b 21.000 a 0.640 b 25.780 a 

E222 14.389 ab 0.547 b 15.389 ab 0.883 ab 9.110 bc 

T 6.667 c 0.325 b 10.500 b 0.500 b 0.000 c 

P > F 0.003 0.04 0.060 0.008 0.001 

Significatif Oui  Oui Non  Oui Oui 

 

       

 

 

 

D2 (75%) 

Sm2011 13.000 a 0.567 ab 12.667 a 1.577 a 9.777 a 

O152 13.222 a 0.657 a 12.500 a 1.347 ab 6.887 ab 

O172 13.111 a 0.533 abc 13.333 a 1.310 ab 6.443 ab 

E131 7.222 ab 0.190 cd 13.167 a 0.540 bc 7.777 ab 

Sm1021 6.278 ab 0.273 bcd 7.889 a 0.523 bc 8.447 a 

E222 10.500 ab 0.185 cd 9.583 a 0.520 bc 1.165 ab 
T 2.556 b 0.043 d 7.167 a 0.110 c 0.000 b 

P > F 0.002 0.00 0.024 0.000 0.008 

Significatif Oui Oui Oui Oui Oui 

 

       

 

 

 

D3 (50%) 

Sm2011 8.222 a 0.407 a 9.389 a 1.207 a 7.663 a 

O152 6.389 ab 0.370 a 8.056 ab 0.640 ab 8.550 a 

Sm1021 3.444 bc 0.157 b 6.389 ab 0.543 b 2.890 b 
O172 0.722 cd 0.073 b 3.056 bc 0.050 b 0.000 b 

E131 0.333 cd 0.010 b 2.611 bc 0.020 b 0.110 b 

T 0.000 d 0.000 b 0.000 c 0.000 b 0.000 b 

E222 0.000 d 0.000 b 0.000 c 0.000 b 0.000 b 

P > F < 0.0001 < 0.0001 0.001 < 0.0001 < 0.0001 

Significatif Oui Oui Oui Oui Oui 

 

 

     
 

 

 

 

D4 (25%) 

Sm2011 2.278 ab 0.100 a 9.056 a 0.500 a 4.000 a 

O152 2.556 a 0.077 b 7.333 ab 0.533 a 2.887 ab 

Sm1021 0.889 bc 0.060 b 6.389 b 0.187 b 0.667 bc 

E131 0.000 c 0.000 c 0.000 c 0.000 c 0.000 c 

E222 0.000 c 0.000 c 0.000 c 0.000 c 0.000 c 

O172 0.000 c 0.000 c 0.000 c 0.000 c 0.000 c 

T 0.000 c 0.000 c 0.000 c 0.000 c 0.000 c 

P > F < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 0.000 

Significatif Oui Oui Oui Oui Oui 

Pour chaque paramètre, les moyennes dans la même colonne suivies de la même lettre ne sont pas 

significativement différentes, comme le détermine le test de la plus petite différence significative (LSD) de 

Fisher à P = 0,05. 

 Une différence significative a été observée entre la réponse des six souches par rapport 

à la hauteur et au poids sec des tiges soumises aux stress hydriques (tableau 9). Les souches 

Sm2011 et O152 ont augmenté la hauteur des tiges et leur poids sec et ont formé les couples 
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symbiotiques les plus efficaces par rapport aux autres souches et aux témoins non inoculés et 

cela à tous les niveaux de stress hydrique. 

 Les souches rhizobiennes ont affecté de manière significative la longueur et le poids 

sec des racines sous stress hydrique par rapport aux témoins non inoculés (tableau 9). Les 

valeurs de longueurs de racines les plus élevées ont été enregistrées chez les plantes inoculées 

par les souches Sm2011 et O152. 

IV.3.6. Effet de l’inoculation sur la nodulation 

 Les résultats de l'expérience ont révélé que l'inoculation dans des conditions de stress 

hydrique affectait de manière significative le nombre de nodules chez la luzerne (tableau 9 et 

figure 21E). Sous stress sévère (D3 et D4), le nombre de nodules le plus élevé a été 

significativement obtenu avec les souches O152 et Sm2011. Sous contrainte modérée (D2), 

les souches Sm2011 et Sm1021 présentaient la meilleure nodulation, bien que Sm1021 ne soit 

pas la souche la plus efficace. Plusieurs auteurs ont souligné l'effet négatif d'un déficit 

hydrique prolongé et intense sur la nodulation (Bouniols et al., 1985; Athar et Johanson, 

1996; Boutraa et Sanders, 2001). Le stress hydrique induit une réduction de l'infection et de la 

nodulation des légumineuses (Zahran, 1999) et la longévité des nodules (Hungaria et Vargas, 

2000). Ainsi, l'assèchement progressif des sols sableux, tels que les sols sahariens, réduit ou 

élimine complètement les populations bactériennes. 

IV.4. Conclusion 

 Il a été constaté dans cette étude que le déficit en eau réduisait de manière significative 

la croissance totale et le rendement de la luzerne. Le stress hydrique croissant a 

progressivement affecté la croissance de la plante, exprimée par la hauteur de la plante, la 

longueur des racines, le poids sec des racines et des tiges et le nombre de nodules par rapport 

aux plantes non stressées. L'inoculation avec des souches de S. meliloti a amélioré la capacité 

de la plante à résister à la sécheresse. 

 Les réponses des plantes de luzerne étaient clairement différentes selon les souches 

inoculantes. Nos résultats ont également montré que les souches Sm2011 et O152 

augmentaient la nodulation et tous les paramètres de croissance étudiés et formaient les 

meilleurs couples symbiotiques par rapport aux autres souches et cela pour tous les niveaux 

de stress hydrique. 



 

 

Chapitre V :  

Amélioration de la croissance de la 

luzerne sous stress salin par 

inoculation avec des souches locales 

du genre Sinorhizobium. 
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V.1. Introduction  

 La salinité dans les sols agricoles fait référence à la présence de fortes concentrations 

de sels solubles autour de la rhizosphère. Ces concentrations de sels solubles, du fait de leurs 

pressions osmotiques élevées, affectent la croissance des plantes en limitant l'absorption de 

l’eau et des ions nutritionnels essentiels par les racines (Tester et Davenport, 2003). La 

salinité est l'un des facteurs limitant la productivité des cultures en général et de celle de 

luzerne en particulier (Mezni et al., 1999 ; Ibriz et al., 2004), avec des effets néfastes sur la 

germination, la vigueur et le rendement des cultures (Munns et Tester, 2008). 

Lors de l’interaction symbiotique légumineuses-rhizobiums, la nodulation et la 

fixation de l'azote sont fortement limités par la salinité, ce qui peut nuire au rendement des 

légumineuses (Mohammad et al., 1991). Selon Paul et Lade (2014), les microorganismes qui 

vivent en association étroite avec les racines des plantes jouent un rôle important dans la 

réduction de l’effet du stress sur les cultures dans les sols salins en raison de leurs propriétés 

uniques de tolérance aux conditions extrêmes, de leur interaction avec les plantes cultivées et 

de leurs stratégies de résistance déployées. 

L'objectif de ce chapitre est l’étude de la croissance et de la nodulation chez une 

population de luzerne, provenant de la région de Ouargla, inoculée par quatre souches locales 

de Sinorhizobium sp. et deux souches introduites, utilisées comme références, sous trois 

différentes concentrations de salinité.  

V.2. Matériel et méthodes  

V.2.1. Souches bactériennes et conditions de croissance 

Nous avons pris dans cette étude six souches rhizobiennes. Quatre souches locales 

(O152, O172, E131 et E222) provenant de Ouargla (Hassi Ben Abdallah) et d’El Oued 

(Tenedla et El-Meghaier), sélectionnées parmi quarante-huit autres précédemment 

caractérisées par rapport aux facteurs pédoclimatiques prédominants dans ses régions (pH, 

température et salinité) et à différents antibiotiques. En outre, elles ont été même caractérisées 

génétiquement et placées comme souches appartenant aux genres Sinorhizobium (tableau 10). 

Deux souches étroitement apparentées Sm1021 et Sm2011 de Sinorhizobium meliloti, utilisées 

comme références et capables de former des nodules fixateurs d'azote chez les plantes hôtes 

du genre Medicago ont également été incluses. Ces deux souches sont les dérivés de l'isolat 
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type SU47 de S. meliloti (Wais et al., 2002). Elles ont été envoyées par Dr Hélène BERGES 

du centre de génomique des plantes (CNRGV, INRA-France). 

Tableau 10 : Codes des souches, plante hôte d'isolement, localisation géographique et type de 

climat. 

Souches Plante hôte Site d’échantillonnage Localisation Types de climat 

E131 M. sativa Tenedla Lat. 33°67’58’’N 

Long. 6°03’72’’E 

 Hyperarid 

E222 M. sativa El-Meghaier Lat. 33°56’25’’N 

Long. 5°92’71’’E 

 Hyperarid 

O152 M. sativa Hassi Ben Abdallah Lat. 32°00’77’’N 

Long. 5°46’27’’E 

 Hyperarid 

O172 M. sativa Hassi Ben Abdallah Lat. 32°00’77’’N 

Long. 5°46’27’’E 

 Hyperarid 

 

 Les souches bactériennes ont été cultivées à 28°C pendant 72h sur un incubateur 

agitateur (200 tr / min) dans le milieu YEM (Yeast Extract Mannitol) (Vincent, 1970). 

V.2.2. Matériel végétal 

Une population locale de luzerne (Medicago sativa L.) originaire de l'oasis de Ouargla, 

où elle est cultivée depuis plusieurs décennies et est toujours largement utilisée par les 

agriculteurs locaux, a été choisie pour cette étude.  

Les graines ont été stérilisées en surface par immersion dans l'éthanol 95% pendant 10 

secondes, puis dans une solution de HgCl2 acidifiée à 0,1 % pendant 5 à 7 minutes et suivi de 

six rinçages successifs à l'eau distillée stérile (Somasegaran et Hoben, 1985). Après cela, les 

graines ont été trempées pendant une nuit dans de l'eau distillée stérile au réfrigérateur à 4 °C. 

V.2.3. Substrat de culture  

Nous avons utilisé comme substrat de culture un sable qui provient de la zone de Sidi 

Khouiled (région de Ouargla), appartenant au grand erg oriental, qui avait subi une série 

d'opérations avant d'être utilisés, selon la méthode indiquée par Djerroudi et al. (2017). Il a 

été préalablement tamisé pour enlever toutes traces d’impuretés d’origine végétale ou animale 

puis lavé avec d’Acide Chlorhydrique (HCl) pendant 15 à 20 minutes pour éliminer les 
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carbonates, les chlorures etc... Ensuite, il a subi une série de lavage successifs à l’eau distillée 

(5 à 6 fois) afin d’éliminer toute trace de chlorure et mis à sécher à l’air libre. Enfin, Une 

stérilisation s'en est suivie au four pasteur pendant 2 heures à 180°C.  

V.2.4. Plan expérimental 

L’étude a été réalisée comme une expérience factorielle basée sur un plan 

complètement randomisé avec trois répétitions dans une serre semi-contrôlée de la Faculté des 

sciences de la Nature et de la Vie de l'Université de Ouargla (de février à avril 2017). Les 

conditions de croissance étaient de 20/25 °C et de 50/60 % d'humidité relative.  

Les graines ont été semées dans des pots en plastique de forme carrée, d'un litre de 

volume et remplis de sable stérile. Six graines ont été semées par pot: deux graines ont été 

placées dans chacune des 3 petites cavités dans lesquelles 1 ml d'inoculum fraîchement 

récolté a été ajouté. Des graines non inoculées ont été utilisées comme témoins (T).  

Pendant  les deux premières semaines, les pots étaient arrosés tous les deux jours avec 

100 ml (capacité au champ) de la solution nutritive de Jensen exempte d’azote (Zhao et al., 

1997) dont la composition est citée en annexes. Après 15 jours, les plantules ont été éclaircies 

à trois plantes par pot et un arrosage sous différents niveaux de salinité été appliqué pendant 

huit semaines. Les trois concentrations de salinité retenues dans cette étude étaient : C0 = 0 

mM, C1 = 40 mM/l et C2 = 80 mM/l d’NaCl/litre. 

Au total, 63 traitements ont été testés. Le traitement consistait à inoculer ou non les 

graines de luzerne par une seule souche de Sinorhizobium sp. à un seul niveau de dose 

d'irrigation (N.B. chaque traitement est répété 03 fois). 

V.2.5. Mesures de la croissance et de la biomasse des plantes  

Les plantes ont été prélevées 10 semaines après le semis. Les plantes ont été 

soigneusement retirées du substrat et lavées doucement sous l'eau du robinet. L'excès d'eau a 

été éliminé en pressant doucement les racines dans du papier absorbant. Les racines ont été 

coupées au niveau du collet et des mesures individuelles ont été moyennées sur les trois 

plantes pour obtenir une moyenne par pot. Les données de la hauteur des plantes (HT), la 

longueur des racines (LR), les poids secs des racines (PSR) et des tiges (PST) et le nombre de 

nodules (NN) ont été enregistrées. Selon Wang et al. (2018), les racines et les tiges ont été 
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séchées séparément à 75 °C dans une étuve pendant 48 h et les poids secs (PS) ont été 

enregistrés. Les mesures du poids ont été effectuées à l'aide d'une balance électronique. 

V.2.6. Analyses statistiques 

Les données recueillies sur différents paramètres ont été soumises à des analyses de 

variance (ANOVA) à l'aide du logiciel XLSTAT, Version 2016.02.28451, et à la comparaison 

des moyennes des traitements à l'aide de la plus petite différence significative (LSD) de 

Fisher à un niveau de probabilité de 5%. 

V.3. Résultats et discussion 

V.3.1. Croissance et rendement sous stress salin 

 Le stress salin a eu un effet important sur la croissance et le rendement en biomasse 

des plantes de luzerne par rapport à la situation sans stress (figure 22). L’augmentation de la 

concentration en NaCl affecte significativement la croissance exprimée par les hauteurs des 

tiges et les longueurs des racines, la biomasse végétale exprimée en poids sec des parties 

aériennes et souterraines et le nombre de nodules formés. L’effet de la salinité sur l'interaction 

symbiotique inhibe non seulement la formation des nodules, mais entraîne également la 

réduction de la croissance de la plante hôte (Munns and Tester, 2008 ; Predeepa et al., 2010). 
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Figure 22: Effets des traitements salins sur A) hauteur des tiges B) longueur des racines C) 

poids sec des tiges D) poids sec des racines et E) nombre de nodules des plantes de luzerne.  

Les effets négatifs de la salinité étaient prononcés de la même manière sur les tiges et 

sur les racines (tableau 11). Les hauteurs des tiges et longueurs des racines ont été réduites de 

51.08 à 83%,  54 à 77.62%  respectivement à 40 et 80 mM de NaCl par rapport à la situation 

témoin sans salinité. Le rendement en matière sèche des tiges et des racines a été réduit 

respectivement de 66.10 à 91.52%  et de 51.04 à 90.62%, à 40 et à 80 mM de NaCl 

respectivement. Il est à signaler que le nombre de nodules n’a pas été affecté à la 

concentration C1, alors qu’il été réduit de 66.74% à la concentration C2.  
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L’effet de la salinité sur les plantes se manifeste par un effet osmotique et/ou ionique 

(Na+ et Cl-) inhibant les différents processus physiologiques et biochimiques qui gouvernent 

leur croissance et leur développement (Farissi et al., 2011) et peut avoir un effet néfaste sur 

les populations microbiennes du sol du fait de sa toxicité directe et du stress osmotique qu’il 

génère (Tate, 1995). La croissance de la majorité des plantes est réduite ou inhibée quand la 

concentration en sel (NaCl) dans l’environnement racinaire s’élève au-dessus de 100 mM 

NaCl (Greenway et Munns, 1980). Selon Ibriz et al. (2004), in Farissi et al. (2014), les 

populations marocaines de luzerne ont montré que le sel entraîne une réduction des 

productions de matière sèche aérienne et racinaire dès 70 mM de NaCl. Nos résultats 

montrent que l’effet de la salinité sur la population de Ouargla est significatif à 40 mM et que 

les plantes persistent à 80 Mm de NaCl même après deux mois de stress (figure 19 et tableau 

11). L'effet principal du stress salin est de réduire la croissance des plantes (Munns, 2002) et 

le choix de plantes tolérantes au sel, présentant généralement moins de réduction de 

croissance est un critère à rechercher.  

Tableau 11: Effet du stress salin sur la hauteur des tiges, longueur des racines, poids sec des 

tiges et racines et nombre de nodules. 

 
Paramètres 

[NaCl]  HT PST LR PSR NN 

C0 13,452 a 0,586 a 15,286 a 1,047 a 12,872 a 

C1 6,585 b 0,198 b 7,042 b 0,573 b 12,554 a 

C2 1,571 c 0,049 b 3,427 c 0,087 c 4,284 b 

Pr > F 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 

Significatif Oui Oui Oui Oui Oui 

Pour chaque paramètre, les moyennes dans la même colonne suivies de la même lettre ne sont pas 

significativement différentes, comme le détermine le test de la plus petite différence significative (LSD) de 

Fisher à P = 0,05. 

 Bertrand et al. (2015) ont rapporté que la croissance des racines était moins affectée 

par le NaCl que la croissance des tiges bien que les racines soient directement exposées au 

stress salin. Cette diminution de croissance peut être attribuée à l'accumulation d'ions toxiques 

tels que le sodium et le chlore dans les tissus végétaux, où ils peuvent perturber les activités 

enzymatiques (Bordeleau et Prévost, 1994). 

Le tableau 11 montre qu’à 40 mM de NaCl, le nombre de nodules produit n’a pas été 

affecté montrant des différences non significatives avec la condition 0 mM d’NaCl. A 80 mM, 

la nodulation était réduite de 67%. De nombreuses études ont montré que la salinité du sol 
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diminuait la colonisation et la nodulation des plantes et réduisait considérablement la fixation 

de N2 et l'activité nitrogénase des légumineuses nodulées (Elsheikh et Wood, 1995; Zahran, 

1999), ce qui se répercute directement sur  la croissance des populations de Medicago. Parmi 

les autres effets de la salinité sur la nodulation figurent la formation de nodules non 

fonctionnels à structure anormale et la dégradation de la membrane péribactéroïdienne 

(Bolanos et al., 2003), le chimiotactisme bactérien, la colonisation, le recourbement des 

racines (Tu, 1981) et leur déformation (Singleton et al., 1982). La réduction de la respiration 

nodulaire (Delgado et al. 1994), la teneur en leghémoglobine (Delgado et al., 1993) et une 

activité altérée de fixation de l'azote (Bordeleau et Prévost, 1994) ont également été observés 

en tant qu'effets indésirables du sel.  

V.3.2. Effet de l’inoculation sur la croissance et le rendement  

 Les résultats de l’analyse de la variance montrent l'effet significatif du stress salin sur 

les paramètres de croissance des plantes luzerne inoculée avec des souches rhizobiennes 

(tableau 12). 

 Les effets du traitement salin et de l’inoculation sur les paramètres étudiés étaient 

clairement significatifs. Comme nous l’avons noté précédemment, l’augmentation de la 

concentration saline influe négativement sur les paramètres de croissance et de rendement des 

plantes de luzerne. Cependant, les réponses des plantes, face à la salinité, étaient clairement 

différentes selon les souches inoculantes. 
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Tableau 12: Réponses de la luzerne cultivée à l’inoculation par six souches rhizobiennes sous 

différentes conditions de salinité. 

Salinité Souches  HT (cm) PST (g) LR (cm) PSR (g) NN/plante 

C0 (0 mM) 

Sm1021 18,667 a 1,170 a 15,611 ab 1,817 a 22,667 ab 

O152 16,278 a 0,630 ab 16,167 ab 1,440 ab 9,887 bcd 

O172 13,722 a 0,637 ab 17,111 ab 1,170 abc 7,997 cd 

Sm2011 14,833 a 0,597 b 14,721 ab 1,047 abc 14,667 abc 

E131 11,833 ab 0,303 b 21,000 a 0,640 bc 25,780 a 

E222 14,389 a 0,547 b 15,389 ab 0,883 abc 9,110 cd 

T0 4,444 b 0,217 b 7,000 b 0,333 c 0,000 d 

Pr > F 0,001 0,002 0,016 0,003 0,000 

Significatif Oui Oui Oui Oui Oui 

 

Sm2011 15,043 a 0,407 a 9,720 a 1,193 a 23,110 a 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C1 (40mM) 

E131 7,220 bcd 0,333 ab 10,387 a 0,930 ab 21,107 a 

O172 8,323 abc 0,280 abc 9,110 a 0,857 ab 11,330 ab 

Sm1021 8,533 ab 0,197 abc 6,860 ab 0,453 abc 6,667 ab 

O152 6,253 bcd 0,139 abc 9,053 a 0,323 bc 13,220 ab 

E222 0,720 cd 0,028 bc 4,167 ab 0,256 bc 12,443 ab 

T1 0,000 d 0,000 c 0,000 b 0,000 c 0,000 b 

Pr > F 0,000 0,003 0,005 0,003 0,022 

Significatif Oui Oui Oui Oui Oui 

 

O172 4,643 a 0,563 ab 0,127 a 0,750 a 8,883 a 

C2 (80mM) 

Sm2011 3,000 a 0,797 a 0,110 a 0,577 a 4,000 c 

Sm1021 3,037 a 0,360 bc 0,100 a 0,373 ab 8,933 a 

E131 2,443 ab 0,310 bc 0,083 a 0,410 a 7,220 ab 

O152 2,163 ab 0,213 bc 0,063 ab 0,363 ab 6,540 b 

T2 0,000 b 0,000 c 0,000 b 0,000 b 0,000 d 

E222 0,000 b 0,000 c 0,000 b 0,000 b 0,000 d 

Pr > F 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

Significatif Oui Oui Oui Oui Oui 

Pour chaque paramètre, les moyennes dans la même colonne suivies de la même lettre ne sont pas 

significativement différentes, comme le détermine le test de la plus petite différence significative (LSD) de 

Fisher à P = 0,05. 

 A la concentration C0, l’inoculation avec la souche référence Sm1021 a donné les 

meilleurs résultats symbiotiques, suivie par les souches 0152, 0172 et Sm2011 

respectivement. La hauteur des tiges, longueur des racines, poids secs des tiges et racines 

étaient améliorés de 76, 55.11, 81 et 81.60 % respectivement par rapport au témoin T0 sans 

inoculation. 

Aux concentrations C1 et C2, les résultats montrent que l’inoculation  contribue 

significativement à l’amélioration des paramètres étudiés par rapports aux témoins T1 et T2 
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sans inoculation, sauf dans le cas de la souche E222 à la concentration C2 où les plantes de 

cette condition étaient mortes. Les souches Sm2011, E131, O172 et Sm1021 étaient les plus 

efficientes à la concentration C1 et les souches O172, Sm2011, Sm1021 et E131 le sont à la 

concentration C2. La souche E222 était la moins efficiente dans toutes les conditions de 

l’étude. 

Le succès des symbioses rhizobium-légumineuses sous le stress salin nécessitent la 

sélection de rhizobiums indigènes tolérants, isolés des sols salins (Zahran, 1991). Selon El-

Mokadem et al. (1991) et Bertrand et al. (2011), les rhizobiums tolérants au sel pourraient 

potentiellement garder un niveau élevé de fixation de l'azote et d’améliorer le rendement des 

légumineuses soumises à un stress salin. Il a été suggéré, par Mohammad et al. (1989), que 

les plantes de M. sativa tolérantes au stress salin présentaient une plus grande tolérance à la 

sécheresse lorsqu'elles étaient inoculées avec une souche de S. meliloti tolérante au stress 

salin. L'un des modes d'action de la souche Rm1521 (souches nodulant la luzerne) pourrait 

être lié à sa force de rétention pour les solutés, comme le montre l'accumulation plus 

importante de glucides dans les nodules des plantes inoculées avec cette souche (Bertrand et 

al., 2015).  

Il est connu que les sucres solubles jouent un rôle dans la protection des membranes et 

des enzymes contre le stress (Hare et al., 1998; Kaplan et Guy, 2004). Par exemple, une 

augmentation des concentrations de pinitol a été observée dans les racines (Fougère et al., 

1991) ainsi que dans les feuilles de luzerne soumise au stress salin (Aranjuelo et al., 2011). 

V.3.3. Effet de l’inoculation sur la nodulation  

La nodulation des plantes a montré des différences significatives en réponses à 

l’inoculation avec les six souches rhizobiennes, sous les trois niveaux de salinité (tableau 12). 

A la concentration C0, la souche E131 a contribué à la formation du plus grand nombre de 

nodules, suivie par Sm1021, O172 et 152 respectivement. A la concentration C1, la souche 

Sm1021 semblait être affectée par la salinité, alors que la souche E131 a gardé son pouvoir 

nodulant. Il semble que les souches Sm1021 et O172 soient des microsymbiotes hautement 

compétitifs à la forte salinité C2, avec une augmentation de la nodulation de l’ordre de 19 à 

100% par rapport aux autres souches. Il est à signaler que les témoins T0, T1 et T2 n’ont pas 

formé de nodules. 
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La formation de nodules est un paramètre essentiel dans une relation symbiotique 

efficiente et leur présence est souvent le signe d’une compatibilité entre une variété de 

légumineuse et la souche de bactérie en présence. Leur absence ou insuffisance annule ou 

réduit le processus de fixation biologique de l’azote (Aboubacar et al., 2013). Ainsi, 

l'inoculation augmente la biomasse de nodules et encourage une agriculture durable 

respectueuse de l'environnement en répondant parfaitement à la fixation biologique de l'azote 

(Adewusi et al., 2008).  

V.4. Conclusion  

Nous avons constaté dans cette étude que la salinité affecte négativement la croissance 

et le rendement de la luzerne cultivée. Les souches rhizobiennes utilisées affectent 

différentiellement la capacité de la plante à résister à la salinité. En condition non saline, les 

souches Sm1021 et 0152 se sont montrées très efficientes avec la plante hôte et contribuent à 

de meilleurs résultats symbiotiques. La souche 0172, halotolérante  in vitro, l’a confirmé aussi 

in vivo et  a fourni aux plantes de luzerne des avantages majeurs leur permettant de résister à 

un stress important dû au NaCl. L'utilisation de souches tolérantes dans les sols salés, tels que 

les sols des régions d’étude, ouvre ainsi une stratégie potentielle et prometteuse en agriculture 

durable et permet de maintenir la productivité des légumineuses dans des conditions difficiles.  
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Conclusion générale et perspectives  

Le développement de nouveaux systèmes de production agricole qui renforcent 

l’utilisation des ressources naturelles écologiquement non polluants et qui permettent de 

réduire l’usage d’engrais notamment riches en azote a permis de concentrer l’attention sur le 

rôle potentiel de la fixation biologique de l’azote. En effet, durant les dernières décennies, la 

reconnaissance de l’importance de la symbiose rhizobia–légumineuse a joué un rôle 

considérable dans l’accroissement du rendement des légumineuses cultivées, dans 

l’amélioration de la fertilité du sol et dans la réhabilitation des sols appauvris. 

Les travaux menés au cours de cette thèse sur l’étude de la symbiose entre une 

population locale de luzerne cultivée (Medicago sativa L.) et son partenaire rhizobien, 

provenant de trois régions du Sahara septentrional est-algérien, nous ont permis d’évaluer la 

biodiversité des microsymbiotes en vue d’établir leur position taxonomique et d’en tester 

l’efficacité de certaines souches pour l’inoculation de la luzerne en vue d’améliorer sa 

croissance sous contraintes abiotiques. Jusqu’à nos jours, aucune étude précise n’a été menée 

pour étudier la diversité des bactéries symbiotiques de luzerne au sud algérien et moins encore 

son inoculation. Il a été donc crucial pour nous de pouvoir caractériser les souches indigènes 

sur des bases précises et selon les normes internationales. 

A cet effet, des campagnes de prospection et de collecte d’échantillons de sol, ayant 

comme précédent cultural la luzerne, et de plantes nodulées de luzerne  ont été menées 

pendant la période du printemps des années 2013 et  2014 à travers 15 zones relevant des 

régions de Ouargla, d’El Oued et de Ghardaïa. Une collection de 121 isolats effectifs ont été 

authentifiés après inoculation des plantules de de luzerne dans des tubes Gibson. Les isolats 

obtenus avaient une croissance rapide et l’aspect des colonies formées concorde avec celui 

des rhizobia déjà décrites dans la littérature. 

La caractérisation des souches face aux contraintes abiotiques et biotique, réalisée au 

laboratoire, a montré une diversité de réponses. Face à la salinité, elles présentaient un large 

spectre de tolérance allant de 1,7 mM (0.1 g/l) à 640 mM (37.4 g/l). Elles se montraient 

affectées par les pH trop acides où elles enregistrent des taux de croissance de 32.43%  et de 

81.63% aux pH 4 et 5 respectivement. Aux pH peu acide, neutre et alcalins, nous avons 

observé 100% de croissance. En général, toutes les souches ont présenté une bonne croissance 

à 28 °C et 37 °C et aux  températures extrêmes de 4 et 45 °C, il était observé qu’un nombre 
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réduit de souches était capable de croitre. Les souches testées aux différents types 

d'antibiotiques étaient visiblement différentes et présentaient des profils de résistance 

différents. Les profils de résistance trouvés ont permis d’établir une taxonomie numérique. 

Cette dernière a placé les souches provenant de Ouargla et d’El Oued dans une classe et celles  

de la région de Ghardaïa dans une autre. Les deux souches de références Sm1021 et Sm2011 

sont classées dans une classe à part, plutôt proche de celle de Ghardaïa que de l’autre. 

 L’évaluation de la position taxonomique des différentes souches de la collection était 

réalisée par l’étude de la diversité génétique et la phylogénie de deux gènes de ménage (recA  

et glnII)  et un gène symbiotique (nodC). La présente étude a fourni la première analyse de la 

diversité phylogénétique des rhizobia autochtones nodulant la luzerne dans la région d’étude. 

Les informations générées à partir des séquences de gènes de ménages combinés (recA et 

glnII) ont clairement montré que les souches de la collection étaient toutes affiliées au genre 

Sinorhizobium. L’analyse phylogénétique a montré l’existence de deux groupe distincts où les 

souches du premier groupe, d’origine de Ghardaïa, appartiennent aux espèces S. meliloti et S. 

kummerowiae avec des taux de similarité des similarités des gènes recA et glnII allant de 

98%–100% et 97%–99% avec la souche type S. meliloti USDA1002T et 98%-99% et 98-

100% avec la souche type S. kummerowiae CCBAU71714T respectivement. Les souches 

composant le groupe II, originaires de Ouargla et d'El Oued, ont été séparées des souches de 

référence et suggèrent que celles-ci pourraient représenter une lignée différente des espèces 

déjà définies. Les résultats des regroupements des souches étaient généralement similaires à 

ceux des arbres de gènes individuels. La phylogénie des gènes chromosomiques était 

différente de celle du gène symbiotique nodC. La classification résultant de l'analyse du gène 

nodC  reflète la spécificité d'hôte, tandis que la phylogénie basée sur les gènes 

chromosomiques est indépendante de la plante hôte. 

Les résultats de la caractérisation pénotypique sont fortement similaires à ceux de la 

caractérisation phylogénétique. Toutes les deux classent les souches provenant de la région de 

Ghardaïa à côté des espèces déjà décrites telles que S. kummerowiae et S. meliloti, et qui sont 

complètement séparées de celles des régions de Ouargla et d'El Oued qui peuvent représenter 

une lignée distincte. 

 Il a été constaté dans cette étude que le déficit en eau réduisait de manière significative 

la croissance totale et le rendement de la luzerne. Le stress hydrique croissant a 

progressivement affecté la croissance de la plante, exprimée par la hauteur de la plante, la 
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longueur des racines, le poids sec des racines et des tiges et le nombre de nodules par rapport 

aux plantes non stressées. L'inoculation avec des souches de Sinorhizobium a amélioré la 

capacité de la plante à résister à la sécheresse. Les réponses des plantes de luzerne étaient 

clairement différentes selon les souches inoculantes. Nos résultats ont également montré que 

les souches Sm2011 et O152 augmentaient la nodulation et tous les autres paramètres de 

croissance étudiés et formaient les meilleurs couples symbiotiques par rapport aux autres 

souches et cela pour tous les niveaux de stress hydrique. 

Comme pour le stress hydrique, la salinité a affecté significativement la croissance et 

le rendement de la luzerne. Les souches rhizobiennes inoculantes ont affecté 

différentiellement la capacité de la plante à résister à la salinité. En condition non saline, les 

souches Sm1021 et 0152 se sont montrées très efficientes avec la plante hôte et contribuent à 

de meilleurs résultats symbiotiques. La souche O172, halotolérante  in vitro, l’a confirmé 

aussi in vivo et  a fourni aux plantes des avantages majeurs leur ont permis de résister au 

stress important de 80 mM de NaCl. L'utilisation de souches tolérantes dans les sols salés, tels 

que les sols des régions d’étude, ouvre ainsi une stratégie potentielle et prometteuse en 

agriculture durable et permet de maintenir la productivité des légumineuses dans des 

conditions difficiles. 

Au terme de cette thèse, nous avons obtenu une masse importante d’informations sur 

la diversité génétique et phénotypique des souches rhizobiennes locales  nodulant M. sativa et 

sur l’utilisation de celles-ci comme inoculants efficaces pour l’amélioration des rendements 

fourragers dans un contexte saharien marqué par des contraintes pédoclimatiques majeures.  

Dans une perspective future, il serait intéressant de poursuivre ce travail par :  

 L’élargissement de notre champ d’investigation sur d’autres sites potentiels pouvant 

héberger des souches intéressantes ; 

 L’utilisation davantage de caractères phénotypiques afin de mieux montrer les 

caractéristiques distinctes des souches;  

 La détermination du statut taxonomique exacte des souches de la collection étudiées 

par d’autres techniques moléculaires, en l’occurrence le séquençage du gène ADNr 16S ainsi 

que d’autres gènes de ménage ; 
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 La réalisation d’essais d’inoculation in situ par des souches ayant prouvées leur 

efficience ex situ, permettant d’accroître la production de la luzerne dans les régions arides du 

pays. 
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Annexes  

 



Annexe 1 : Composition du milieu YEM (Vincent, 1970). 

Les composants  Quantité (g/l d'eau distillée)  

K2HPO4 0.5 

MgSO4 7H2O 0.2 

NaCl 0.1 

Mannitol 10 

Extrait de levure 0.5 

Eau distillée 1000 ml 

Ajustement du pH à 6.8 ±0.2 

Autoclavage à 120°C pendant 20 minutes 

 

Annexe 2 : Composition de la solution nutritive de Fahraeus (Fahraeus, 1957). 

 

 

 

 

 

 

 

Macroéléments 

Composants  
 

Quantité (g/l) 

Na2HPO₄ 0.15 

KH2PO₄ 0.1 

CaCl₂ 0.1 

MgSO₄7H₂O 0.12 

Citrate de ferre 0.005 

Solution mère de 

microéléments  

1 ml 

 Eau distillée  1000 ml 

Ajustement du pH à 6.8 - 7.0  

Autoclavage à 120°C pendant  20 min. 

Microéléments 

Composants Quantité (g/l) 

H₃BO₃ 2.86 

MnSO₄7H₂O 2.03 

ZnSO₄ 7H₂O 0.22 

CuSO₄ 5H₂O 0.08 

H₂MoO₄H2O 0.14 

Eau distillée 1000 ml 



Annexe 3 : effectivité et ineffectivité de l’ensemble des isolats soumis au test d’authentification (+ : effective ; - : ineffective). 

Les souches utilisées dans cette étude sont indiquées en gras. 

 

Région Station Isolats Nodulation Région Station Isolats Nodulation Région Station Isolats Nodulation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

El Oued 

 

 

 

E1 

E111 +  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ouargla 

 

 

 

 

 

 
O1 

O111 +  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ghardaïa 

 

 

G1 

G122 + 

E113 - O113 + G124 + 

E114 + O114 + G131 + 

O121 - G132 + 

E121 - O131 - G1321 - 

E123 + O132 + G133 - 

E131 + O142 + G1341 - 

E132 + O143 + G141 - 

E133 + O144 + G1411 + 

E134 - O152 + G151 - 

E141 + O153 + G1511 + 

E142 + O154 + G2 G211 + 

 

 

 

 

E2 

E212 + O161 + G241 + 

E213 + O163 + G242 + 

E221 + O171 + G3 G312 + 

E222 + 0172 + G315 + 

E223 + 0173 + G321 + 

E231 + 0174 -  
 

G4 

G421 + 

E232 + O181 - G422 + 

E233 + O182 + G424 + 

E234 + O191 + G4241 + 

E241 + O192 + G431 + 

E242 -  
 

O2 

O211 + G4311 + 

E243 + O213 + G434 - 

E244 + O223 + G441 - 

E251 + O224 -  

G5 

G514 + 

E252 + O232 + G5141 - 

E253 - O234 + G522 - 

E254 -  

 

O3 

O313 + G5221 - 

 E322 - O321 + G524 + 

E332 + O324 + ////////// /////////// //////////// 

E333 + O341 + ////////// /////////// //////////// 

E341 + O342 + ////////// /////////// //////////// 



 

 

 
 

 E3 E344 +   O343 +  ////////// /////////// //////////// 

E352 + O344 + ////////// /////////// //////////// 

E353 +  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
O4 

O411 + ////////// /////////// //////////// 

E354 + O412 + ////////// /////////// //////////// 

 

 

 

 

 

 
E4 

E 411 - O413 + ////////// /////////// //////////// 

E 412 + O414 - ////////// /////////// //////////// 

E413 + O421 + ////////// /////////// //////////// 

E414 + O422 + ////////// /////////// //////////// 

E421 + O423 + ////////// /////////// //////////// 

E422 - O431 + ////////// /////////// //////////// 

E423 + O433 + ////////// /////////// //////////// 

E424 + O434 + ////////// /////////// //////////// 

E432 + O441 + ////////// /////////// //////////// 

E433 + O4411 - ////////// /////////// //////////// 

E441 + O442 + ////////// /////////// //////////// 

E442 + O443 + ////////// /////////// //////////// 

E451 + O444 + ////////// /////////// //////////// 

E452 + O451 + ////////// /////////// //////////// 

E453 + O452 + ////////// /////////// //////////// 

E454 - O453 + ////////// /////////// //////////// 

 

 

 

E5 

E511 + O461 + ////////// /////////// //////////// 

E512 + O462 + ////////// /////////// //////////// 

E513 + O463 + ////////// /////////// //////////// 

E521 + O464 + ////////// /////////// //////////// 

E522 - ////////// /////////// //////////// ////////// /////////// //////////// 

E523 - ////////// /////////// //////////// ////////// /////////// //////////// 

E532 + ////////// /////////// //////////// ////////// /////////// //////////// 

E543 + ////////// /////////// //////////// ////////// /////////// //////////// 



 

Annexe 4 : quantification des produits de la PCR par spectrophotomètre. 
 

 Gène glnII Gène recA Gène  nodC 

Isolats ng/µl Abs. A260/A280 ng/µl Abs. A260/A280 ng/µl Abs. A260/A280 

G131 36.6 0.62 1.82 59.3 1.07 1.93 100.5 1.49 1.79 

G132 39.7 0.78 1.80 51.3 1.16 1.74 93.8 1.73 1.74 

G122 42.7 0.66 1.78 53.5  1.72 84.6 1.29 1.83 

G124 57.4 1.42 1.70 59.1 1.01 1.78 77.1 1.28 1.73 

G241 32.6 0.68 1.88 48.2 1.48 1.73 66.4 1.16 1.88 

G242 31.3 2.05 1.91 52.1 0.80 1.81 57.1 0.78 1.83 

G211 38.2 0.68 1.88 53 0.79 1.73 76.1 1.65 1.83 

G312 43.2 1.28 1.88 61.1 1.23 1.77 112.7 2.18 1.76 

G315 34.4 0.90 1.76 45.2 0.76 1.82 76.2 0.91 1.82 

G321 37.5 0.88 1.86 68.8 1.27 1.70 57 0.72 1.83 

G421 31.8 0.67 1.73 53.2 1.18 1.79 76 1.35 1.78 

G422 46.5 1.17 1.85 61.1 1.15 1.74 91.1 1.43 1.73 

G424 37.9 0.57 1.86 66.3 1.99 1.68 88.7 1.42 1.79 

G431 44.9 0.83 1.82 82.2 1.38 1.83 121.3 2.57 1.87 

G4311 40.8 0.83 1.87 71 1.24 1.69 107.2 1.55 1.82 

G514 23.3 0.41 1.82 54.1 0.82 1.89 78.4 1.47 1.84 

G524 43.3 0.98 1.75 40.8 0.76 1.74 72.7 1.01 1.87 

E114 68.4 1.43 1.86 36.6 0.91 1.66 59.8 0.82 1.86 

E131 53.5 1.35 1.85 27 0.65 1.69 64.7 1.13 1.81 

E141 41.2 0.56 1.83 32.8 0.58 1.76 76.4 1.04 1.77 

E213 69.2 0.94 1.84 37.4 1.25 1.75 76.4 1.06 1.88 

E222 43.4 1.11 1.78 23.5 0.70 1.97 68 0.98 1.86 

E251 45 0.83 1.79 35.7 1.22 1.83 71.4 1.16 1.86 

E353 45.4 0.94 1.82 87.2 2.67 1.66 49.6 0.79 1.78 

E414 46.8 0.75 1.83 51.8 0.75 1.71 74.2 1.70 1.84 

E421 64.3 1.32 1.71 60.2 1.11 1.76 65.6 0.83 1.85 

E432 40.5 0.60 1.83 58.7 1.83 1.72 76.4 1.64 1.78 



 

 

 
 

E441 59.1 1.04 1.82 58.7 1.35 1.71 81.6 1.26 1.84 

E452 56.3 1.03 1.75 68 1.57 1.72 73.2 1.17 1.83 

E521 66.3 1.39 1.72 54.3 1.05 1.68 66.6 0.96 1.85 

E532 50.9 1.26 1.84 60.4 1.86 1.72 76.2 1.59 1.79 

E543 40.6 0.69 1.73 53.4 1.44 1.66 44.6 0.84 1.82 

O114 45.00 0.83 1.81 52.8 1.62 1.74 82.1 1.64 1.66 

O144 48.6 0.71 1.80 54.3 1.27 1.80 72.8 1.23 1.78 

O152 64.2 1.09 1.73 76.2 2.17 1.64 61.2 0.88 1.81 

O172 35.5 0.81 1.80 43.8 1.09 1.85 37.9 1.47 1.72 

O211 40.3 0.66 1.83 65.5 1.19 1.91 40.5 1.02 1.80 

O213 26.8 0.523 1.87 86.1 2.64 1.66 59.2 1.42 1.72 

O223 30.4 0.70 1.82 62.1 1.61 1.69 30.1 1.04 1.76 

O313 37 1.14 1.82 116.7 4.18 1.61 49.6 1.03 1.74 

O321 55 1.48 1.77 55.2 1.43 1.87 41.6 0.98 1.67 

O344 19 0.56 1.88 43.7 1.23 1.77 57.5 1.64 1.64 

O413 36.8 0.70 1.84 38.2 0.64 1.90 49.8 0.93 1.76 

O422 32 0.70 1.82 34.8 0.95 1.87 48.5 0.89 1.70 

O434 35.5 0.81 1.76 34.7 0.95 1.80 40.7 1.08 1.76 

O442 23.4 0.86 1.78 39.5 0.59 1.77 35.6 0.59 1.73 

O452 34.8 0.63 1.82 41.2 1.25 1.84 41.2 0.76 1.69 

O461 36.3 1.01 1.78 37.2 1.49 1.82 44.8 0.72 1.83 



Annexe 5 : Numéros d’accession de GenBank des souches types utilisées dans l’étude 

phylogénétique. 

 

 Numéros d’accession 

Souches types recA glnII 

Sinorhizobium kummerowiae CCBAU 71714T
 DQ411945.1 GU994062.1 

Sinorhizobium meliloti USDA 1002 T AJ294382.1 AF169593.1 

Sinorhizobium medicae A321T
 AJ294381.1 AF169592.1 

Sinorhizobium kostiense HAMBI 1489T
 AM182141.1 GU994063.1 

Ensifer numidicus ORS 1407T
 AM946576.1 HM997092.1 

Sinorhizobium saheli LMG 7837T
 AM182138.1 AF169589.1 

Sinorhizobium terangae HAMBI 220 T AJ294383.1 AF169590.1 

Ensifer garamanticus ORS 1400 T AM946573.1 HM997091.1 

Sinorhizobium americanum CFNEI 156T
 DQ411943.1 GU994065.1 

Sinorhizobium fredii USDA 205T
 AJ294379.1 AF169591.1 

Ensifer adhaerens ATCC 33212T
 HM997099.1 HM997095.1 

Bradyrhizobium japonicum USDA 6T
 AP012206.1 AF169582.1 



Annexe 6 : Echelle d’interprétation de pH dans l’extrait aqueux 1/2,5 (Aubert, 1978). 

 
Extrait 1 /2,5 

Valeur de pH Classe d’interprétation 

<4.5 Extrêmement acide 

4.5 – 5.0 Très fortement acide 

5.1 – 5.5 Fortement acide 

5.6 – 6.0 Moyennement acide 

6.1 – 6.5 Légèrement acide 

6.6 – 7.0 Très légèrement acide 

7.1 – 7.5 Très légèrement alcalin 

7.6 – 8.0 Légèrement alcalin 

8.1 – 8.5 Moyennement alcalin 

>8.6 Très fortement alcalin 

 
 

Annexe 7 : Echelle d’interprétation de la salinité pour l’extrait 1/5 (USSL Staff, 1954 ; 

Aubert, 1978). 

 

CE (ds/m) à 25°C Degré de salinité 

< 0.6 Sol non salé 

0.6 < CE ≤ 2 Sol peu salé 

2 < CE ≤ 2.4 Sol salé 

2.4< CE ≤ 6 Sol très salé 

> 6 Sol extrêmement salé 
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