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Introduction 

Les légumineuses sont très importantes, à la fois sur le plan écologique agronomique, et par conséquent, 

économique (balances alimentaires de nombreuses populations humaines). Elles sont responsables d'une 

partie substantielle de l'écoulement de l'azote atmosphérique(N2) vers des formes telles que l'ammoniac, 

le nitrate et l'azote organique. (Sobti, Djaghoubi et Belhadj 2015). (http://www.ildis.org/Leguminosae/) 

Chez les végétaux supérieurs, l‟acquisition des minéraux à partir du sol est d‟une importance majeure et 

la carence en ces éléments constitue un grand facteur limitant. 

Indéniablement, l‟azote est un élément primordial dans la composition des glucides, protéines lipides. En 

effet, c‟est l‟élément chimique fondamental pour toute forme de vie. On le retrouve dans de nombreuses 

biomolécules ; telles que : les acides aminés, les acides nucléiques, et dans de nombreux autres composés 

organiques indispensables à la vie, ce qui implique son intervention dans la structure et le métabolisme 

cellulaire (Peret, 2007). Cet élément est l'un des plus abondants sur terre, il constitue près de 78% de 

l'atmosphère (Richlefs et Miller, 2005), il est présent sous forme de diazote gazeux (N2), une forme 

chimiquement inerte stable et inutilisable par la majorité des organismes vivants. (Hopkins, 2003; Perry et 

al., 2004). 

L‟utilisation de la symbiose rhizobienne à des fins agronomiques et écologiques semble une opportunité 

prometteuse (Graham et Vance, 2003 ; Peoples et al, 2009). Un des enjeux scientifiques, à court terme, 

consiste à identifier des couples symbiotiques efficaces, adaptés à des conditions agronomiques ou 

écologiques précises. (Bonaldi, 2010). 

Eu égard à cette importance sur tout plan, l‟étude approfondie des principaux partenaires de la symbiose 

(bactérie, végétal et environnement) a connu un grand essor ces dernières décennies. De très nombreuses 

études ont été consacrées aux bactéries nodulant les légumineuses (BNL) associées à divers genres et 

espèces de Fabacées tant  spontanées que cultivées. 

L‟étude de la biodiversité des BNL implique des techniques permettant de déterminer les caractéristiques 

à la fois  génotypiques et phénotypiques en vue de sélectionner les souches les plus performantes pour des 

applications adéquates. Certaines études, menées dans le Sahara septentrional-est d‟Algérie, ont permis 

http://www.ildis.org/Leguminosae/
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d‟identifier la diversité des souches de BNL associés aux légumineuses spontanées telles que Genista 

saharae (Chaich et al, 2016) ( Chaich 2018). 

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

phylogénétique) et l'utilisation de l'ARN 16S (hautement conservé) comme marqueur taxonomique ont 

conduit à de nombreux changements dans la taxonomie des rhizobiums (Vandamme et al.,1996; Zakhia et 

de Lajudie, 2006), (de Lajudie et al., 2019).   

Au niveau interspécifique, le gène ARN 16S ne suffit  pas à la discrimination d'espèces. La technique dite 

MLSA  (Multi Locus Sequence Analysis), utilisent  plusieurs gènes de ménage telles (atpD, recA, glnII 

etc…). A cet effet, le passage en revue des techniques les plus performantes et déterminantes, utilisées à 

travers le monde actuellement, parait d‟une importance capitale pour cerner le domaine. 

Le présent mémoire s‟articule autour de 4 chapitres qui se résument en : 

Chapitre 1, consacré à la classification des êtres vivants, notamment,  l'évolution et la diversité 

microbienne ; 

Chapitre 2 : Aperçu sur la diversité des associations symbiotiques BNL-Légumineuses ; 

Chapitre 3, il résume, quant à lui, la taxonomie bactérienne en donnant un accent particulier aux  

méthodes et techniques utilisées pour l‟identification des BNL dites „‟Rhizobias‟‟ ; 

Le 4
éme

 chapitre présente la méthode d‟approche et différentes techniques utilisées, actuellement,  pour 

l‟étude et l‟identification des BNL associés aux légumineuses. 
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CHAPITRE I. La classification des êtres vivants, l'évolution et la diversité 

microbiennes 

1. Rappels utiles 

Une fois que les microbes sont devenus visibles pour les humains à l'aide de microscopes, les 

scientifiques ont commencé à réaliser leur énorme diversité. Les micro-organismes varient de 

toutes sortes de façons, y compris leur taille, leur apparence et leur taux de reproduction. Pour 

étudier ce nouvel éventail incroyablement diversifié d'organismes, les chercheurs avaient besoin 

d'un moyen de les organiser systématiquement. 

- En 1735 ; Carolus Linnaeus ; le premier taxonomiste, botaniste, zoologiste et médecin 

suédois a développé un système taxonomique pour classer les organismes en groupes 

apparentés. 

- Un arbre phylogénétique est un moyen de montrer comment différents organismes sont 

supposés être liés les uns aux autres d'un point de vue évolutif.Le premier arbre 

phylogénétique contenait des règnes pour les plantes et les animaux. 

- En 1866; Ernst Haeckel ; un biologiste, philosophe et médecin allemand, a proposé 

d'ajouter un royaume pour les protistes.  

- En 1969 ; L'arbre de l‟écologiste américain Robert Whittaker contenait cinq royaumes : 

Animalia, Plantae, Protista, Fungi et Monera. 

- Dans le années 1970 ; le microbiologiste américain Carl Woese a utilisé une petite sous-

unité d'ARN ribosomal pour créer un arbre phylogénétique qui regroupe les organismes 

en trois domaines en fonction de leur similitude génétique. 

- On peut diviser les organismes vivants en trois domaines: les Eucarya, les Bacteria et les 

Archea (figure 1). La cellule eucaryote pourrait avoir dérivé de cellules procaryotes suite 

à des événements endosymbiotiques.  
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Figure 1. L‟arbre phylogénique universel du vivant. (Jean-Claude CALLEN, Biologie 

Cellulaire, Dunod, 1999). 

Cette représentation simplifiée a été établie à partir de l‟étude comparative des ARNr 16S et 18S.  

2. La systématique 

La systématique est la science des classifications des organismes vivants. Elle regroupe trois 

disciplines : 

2.1. La classification : taxonomie ou taxinomie (du grec taxi : arrangement et nomos : loi). 

Etablis des groupes taxonomiques qui sont des ensembles d‟organismes vivants apparentés sur 

des critères (selon leur similitude et leur parenté évolutive) et distincts des autres groupes.  

2.2. La nomenclature : affecte à chaque groupe (taxon), une dénomination conventionnelle. Les 

noms scientifiques sont des mots latins. La nomenclature désigne l‟espèce par deux noms latins. 

Ces nom sont écris selon le système binomial du botaniste suédois Carl Von Linné. La première 

partie du nom est le nom du Genre, la seconde partie (épithète) est celui de l‟espèce. Le genre : 

écrit en Italique. Avec sa première lettre en majuscule. Après sa citation le nom du genre est 

abrégé à sa première lettre. Ex : Escherichia coli, Mycoplasma pneumoniae. L‟espèce : écrite en 

Italique (ou souligné). Avec sa première lettre en minuscule. La famille : Le nom est fondé sur 

un genre valide, il est féminin, pluriel et se termine par – aceae. 

2.3. L’identification : permet d‟intégrer des souches bactériennes inconnues à l‟un des taxons 

préalablement définis. L‟identification des bactéries implique l‟utilisation d‟un protocole 
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méthodologique de plusieurs étapes, afin d‟assimiler une souche inconnue à une espèce déjà 

définie et classée. Pour cela, il sera retenu : des observations microscopiques, avec ou sans 

colorations spécifiques qui permettent de déterminer des caractères morphologiques ou 

structuraux (forme cellulaire, type de regroupement, présence ou absence de spores, GRAM, 

capsule, mobilité…), des tests déterminants (type respiratoires, recherche de la catalase, 

recherche de l‟oxydase…), profils métabolique (mise en évidence des produits ou les métabolites 

intermédiaires de leur métabolisme par l‟utilisation de galeries multi-tests. La confusion entre 

taxinomie et systématique : la systématique étudie la diversité biologique et permet de classer, 

d‟organiser les taxons dans un ordre logique. 

3. La notion d’espèce 

-La définition de l'espèce est différente pour les organismes à reproduction sexuée et asexuée. 

Une espèce bactérienne est un ensemble de souches qui ont en commun un certain nombre de 

propriétés stables et différents de façon significative des autres groupes de souches. 

-Les classifications sont souvent construites au moyen de la taxinomie numérique dans laquelle 

la similitude générale des organismes est déterminée en utilisant un ordinateur pour calculer et 

analyser des coefficients d'association. 

-L'étude de la transformation et de la conjugaison des bactéries est parfois utile en taxinomie. 

Cependant, il faut  prendre garde aux erreurs qui peuvent résulter de caractères portés par des 

plasmides. 

 –Les protéines reflètent directement les séquences d'ARN et sont utilisées pour comparer les 

génomes de différents organismes.  

-Le contenu en GC d'un ADN est facilement déterminé, il a une valeur taxinomique car il est 

indirectement la séquence en bases. 

 -L‟hybridation entre acides nucléiques est utilisée pour comparer des séquences d'ADN ou 

d‟ARN et pour déterminer ainsi des parentés stiques. 

-Le séquençage des acides nucléiques est la méthode la plus puissante et la plus directe de 

comparer des génomes. Les études phylogénétiques sont le plus souvent faites sur les séquences 
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d'ARNr 165 et 58. Le séquençage et la comparaison de chromosomes procaryotes entiers sont 

actuellement en cours.  

-Les relations phylogéniques sont souvent montrées sous la forme de diagrammes ramifiés ; 

appelés arbres phylogéniques. Ces arbres peuvent être racinés ou non racinés et sont créés de 

plusieurs façons différentes.  

-Pour produire des arbres phylogéniques, on utilise les séquences d'ARNr, d'ADN ou de 

protéines. Souvent, les membres d'un groupe posséderont une séquence d'ARNr caractéristique 

particulière qui les distinguera des membres des autres groupes taxinomiques. 

 -Les séquences d'ARNr 16S et d'autres propriétés moléculaires suggèrent une division des 

procaryotes en deux groupes très différents : les bactéries et les archéobactéries qui se diffèrent  

par la composition de la paroi cellulaire, par les lipides membranaires, la structure de l'ARNI les 

ribosomes et beaucoup d'autres propriétés.  

4. La classification de Bergey 

En résumé, la classification de Bergey a connu une certaine évolution comme suit : 

 Le plus remarquable travail de classification des bactéries, édité dès 1923 au USA sous le 

nom : Bergey‟s Manual of Systematic Bacteriology ; qui donne le système accepté pour la 

taxinomie des procaryotes. Son objectif initial était le regroupement des informations 

phénotypiques disponibles pour l‟identification des espèces bactériennes reconnues, afin de 

permettre l‟identification de souches inconnues. C‟est une classification de référence actuelle des 

bactéries, basée sur les données phylogénétiques. 

 La première édition du Bergey fournit une classification essentiellement phénétique et de 

nombreux taxons n'y sont pas phylogénique ment homogènes. Pour classer les procaryotes on 

utilise des caractères faciles à déterminer comme la forme de la cellule, la réponse à la coloration 

de Gram, le rapport à l'oxygène, la mobilité et le mode de production d'énergie. 

 La seconde édition du Bergey est phylogénique et répartit les procaryotes en deux 

domaines et 25 phylums (figure 2). 
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Figure 2. Les principaux groupes de procaryotes et leurs apparentements. La taille des disques 

est approximativement proportionnelle au nombre Bacte de procaryotes séquencés dans le 

groupe. Les groupes procaryotes étroitement apparentés sont regroupés. Les deux domaines 

procaryotes Bacteria et Archaea) sont clairement séparés. Les cylindres s'estompent à la base 

pour montrer que l'ancienneté de ces groupes est incertaine. Livre MICROBIOLOGIE. 

PRESCOTT. HARLEY. KLEIN. 2 éditions françaises. Traduction de la 5édition américaine par 

Claire Michelle Bacq-Calberg et Jean Dusart. de boeck. P 443. 

 Les comparaisons de séquences d'acides nucléiques, particulièrement les séquences 

d'ARNr 16S, constituent la base de cette nouvelle classification.  

 La seconde édition aura cinq volumes : 

a) Volume 1. Les Archéobactéries et les Bactéries des branches les plus anciennes et les 

Bactéries phototrophes. Ce volume décrit les archéobactéries, les cyanobactéries, les bactéries 

vertes sulfureuses et non sulfureuses, les deinocoques, et autres groupes des branches les plus 

anciennes. 

 b) Volume 2. Les Protéobactéries. Toutes les protéobactéries (bactéries pourpres) sont placées 

dans ce volume et sont réparties en cinq groupes principaux, sur la base des séquences de leurs 

ARNr et autres caractéristiques: c-protéobactéries B-protéobactéries y-protéobactéries 8-

protéobactéries e-protéobactéries. 
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c) Volume 3. Les Bactéries Gram-positives pauvres en GC. Ce volume contient les bactéries 

Gram-positives, dont la teneur en GC est inférieure à 50%. Les clostridies. Les bacilles, les 

streptocoques et les staphylocoques sont quelques-uns des groupes principaux. C'est ici aussi que 

sont placés les mycoplasmes.  

d) Volume 4. Les Bactéries Gram-positives riches en GC. Les bactéries Gram-positives dont la 

teneur en GC est supérieure à 50 55% sont dans ce volume. Sont localisés ici Corynebacterium, 

Mycobacterium, Nocardia et les actinomycètes.  

e) Volume 5. Les Planctomycètes. Spirochètes, Fibrobactéries. Bactéroidex et Fusobactéries, Le 

volume 5 contient une variété de différents groupes bactériens Gram-négatifs. Les exemples les 

plus importants en pratique sont les chlamydies et les spirochètes. 

5. Les grands groupes de bactéries 

Les bactéries sont réunies dans le règne des Procaryotae qui comprend quatre divisions définies 

sur la base de la présence ou l‟absence d‟une paroi cellulaire, et sur sa nature, quand elle est 

présente. Cependant, ce critère commun peut réunir des bactéries très hétérogène par : leurs 

morphologies, leurs types trophiques, leurs modes de reproduction, leur écologie. Les trois 

premières divisions sont formées d‟Eubactéries dont les deux premières possèdent une paroi 

alors que la 3eme en dépourvue. La 4
eme

 division regroupe l‟ensemble des Archaebactéries qui 

ont pour la plupart une paroi mais elle est de structure et de composition différente de celle des 

Eubactéries. Les 4 divisions de bactéries sont les suivantes : 

1. Gracilicutes: Gracilis cutis : peau fine. Eubactéries possédant une paroi de type GRAM 

négatif, c-à-d composée de deux éléments : le peptidoglycane et la membrane externe qui leur est 

spécifique.  

2. Firmicutes: Firmus cutis : peau dure. Eubactéries ayant une paroi type GRAM positif, cà-d 

formée d‟un seul élément le peptidoglycane. 

3. Ténéricutes: Tener cutis : peau tendre. Eubactéries dépourvues de paroi, leur membrane 

cytoplasmique constituant leur enveloppe externe.  

4. Mendosicutes: mendosus cutis : peau défectueuse. Archaebactéries qui en général possèdent 

une paroi mais certaines espèces ont dépourvues. Quand elle est présente, la paroi est de 
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composition chimique différente de celle des Eubactéries mais elle possède le même type de 

structure et le même rôle. Dans la deuxième édition du manuel de Bergey, les procaryotes sont 

divisés en deux domaines : les Archaea (Archaeobacteria) et les Bacteria (Eubacteria), qui 

comprennent 34 phylums. 29 pour Eubacteria et 5 pour Archaeobacteria. Tous ces organismes 

sont formés de cellules procaryotes. Chaque domaine est divisé en embranchement (phylum), 

chaque embranchement en classes. 

6. La phylogénie 

La phylogénie est l‟étude de l‟histoire évolutive d‟un groupe d‟organisme à partir d‟un ancêtre 

commun. Elle permet de regrouper les organismes selon leurs liens de parenté (parenté 

génétique). Les principaux taxons par ordre décroissant (hiérarchie taxinomique) (figure 3). La 

classification des microorganismes consiste à les placer dans des niveaux taxonomiques 

hiérarchiques (rangs taxonomiques). Le rang le plus élevé est le domaine, dans chaque domaine, 

chaque microorganisme est placé dans un phylum, une classe, un ordre, une famille, un genre et 

une espèce. Certains microorganismes sont aussi attribués à une sous espèce. Les groupes 

microbiens de chaque niveau ont des noms avec un suffixe spécifique, indicatif du rang ou 

niveau. Ainsi les noms de famille se terminent par aceae et les noms des ordres par ales. Parfois 

les ordres sont subdivisés en sous ordres dont les noms se terminent par ineae. 

 

Figure 3. Structure hiérarchique en taxinomie. Livre MICROBIOLOGIE. PRESCOTT. 

HARLEY. KLEIN. 2 éditions françaises. Traduction de la 5édition américaine par Claire 

Michelle Bacq-Calberg et Jean Dusart. de boeck. P 425.  
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CHAPITRE II. La diversité des associations symbiotiques                     

BNL -Légumineuse 

L‟azote atmosphérique, constituant majeur de l‟air (79%) représentant la principale réserve 

naturelle d‟azote pour la biosphère. Cependant, il se retrouve principalement sous sa forme 

moléculaire diatomique N2, un gaz relativement inerte, peu réactif et non assimilable par la 

plupart des êtres vivants excepté certains procaryotes appelés diazotrophes en sont capables. La 

réduction de N2 en présence de catalyseur par le procédé de HaberBosch, représente un coût très 

élevé du fait qu‟elle nécessite des températures et des pressions très élevées. La fixation 

biologique de l'azote représente aujourd‟hui à l‟échelle mondiale un apport environ 1,5 fois 

supérieur à celui des engrais. Elle est estimée à environ 195 millions de tonne d‟azote par an 

(Smil, 2002) et constitue la voie d‟entrée majeure de l‟azote dans la majorité des écosystèmes 

(Galloway et al., 2004).  

1. La fixation biologique de l’azote 

La fixation biologique de l‟azote est le fait de certains microorganismes qui possèdent un 

complexe enzymatique appelé nitrogénase (figure 4) qui catalyse la réduction de l‟azote 

atmosphérique N2 en ammoniac (NH3). Le bilan de la réaction de fixation biologique de l'azote, 

est comme suit :  

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

Ce complexe enzymatique permet à ces microorganismes procaryotes de réduire l‟azote 

moléculaire en une forme d‟azote assimilable par les plantes (ammoniac) via un processus dit 

„‟fixation biologique de l‟azote„‟ permettant aux végétaux de satisfaire leurs besoins en 

composés azotés (protéines, acides nucléiques…). 
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Figure 4. Structure de la nitrogénase et organisation des gènes impliqués dans sa biosynthèse. 

A. Organisation du cluster de gènes de fixation d'azote nif d'une bactérie fixatrice d'azote, 

klebsiella oxytoca. La couleur des gènes se rapporte à la structure en 3 dimensions représentée 

en B.  

B. Structure enzymatique du complexe nitrogénase.  

C. Organisation atomique des trois différents métallos clusters de la nitrogénase. Les gènes nif 

impliqués dans la biosynthèse de chaque métallo cluster sont représentés en dessous. (Adapté de 

Oldroy et Dixon, 2014). 
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2. Diversité des micro-organismes fixateurs d’azote 

Les microorganismes fixateurs d‟azote ou diazotrophes appartiennent à deux des trois règnes 

primaires : les archaebactéries et les eubactéries.  

L‟étude phylogénétique de l‟ADN codant pour l‟ARN ribosomique 16S (ADNr 16S) des 

eubactéries, montre que des fixateurs sont présents dans de très nombreux groupes bactériens. La 

propriété de fixation d‟azote semble très ancienne et a certainement joué un rôle prépondérant 

dans l‟établissement et le maintien de la vie sur terre. 

Chez les eubactéries, la fixation d‟azote est associée à une large diversité de métabolismes: des 

anaérobies jusqu‟aux aérobies, des bactéries photosynthétiques, des cyanobactéries et des 

actinomycètes. Certains fixateurs d‟azote vivent à l‟état libre dans le sol et les eaux et d‟autres 

sont associés à des plantes (symbioses vraies ou associatives). Parmi les bactéries du sol qui 

forment des nodosités sur les racines des plantes (symbioses vraies) : les espèces rhizobiennes 

s‟associent aux légumineuses et au seul genre Parasponia de la famille des Ulmacées (Ravenand 

Edwards, 2001). 

Plus de 200 espèces bactériennes fixatrices d‟azote ont été recensées. Elles appartiennent à 10 

grands groupes phylogénétiques : les Archaebactéries, les bactéries vertes sulfureuses, les 

Campylobacter, les Cyanobactéries, les Firmibactéries, les Héliobactéries, les Protéobactéries, et 

les Thallobactéries (Young 1991; Young, 1992; Lechene et al. 2007) et Gama proteobactéries 

(figure 5). En fonction de leur relation avec les plantes, les bactéries fixatrices d‟azote sont 

classiquement, réparties en deux groupes : les diazotrophes libres et les diazotrophes 

symbiotiques. 
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Figure 5. Arbre des grands groupes phylogénétiques des eubactéries basé sur les séquences 

d‟ADNr 16S (d‟après Young, 1992). Les groupes fixateurs d‟azote sont indiquées par N. 

2.1. Les fixateurs libres 

L'estimation du taux de fixation d‟azote par les bactéries du sol est de l‟ordre d‟environ de 1 kg 

par hectare (Elmerich, 1993). Ils englobent les fixateurs libres rhizosphériques comme des 

espèces du genre Pseudomonas (Beauchamp et al. 2006), Azotobacter (Beauchamp et al. 2006), 

Beijerinckia (Baldani and Baldani 2005), des Cyanobactéries : Nostoc punctiforme, Nostoc 

calcicola Anabaena variabilis, Gloeocapsa sp., Phanocapsa sp. etc. (Surendra Singh 2006; 

Prasanna and Nayak 2007), des bactéries aquatiques photosynthétiques Rhodobacter (Masepohl 

et al. 2005), Rhodospirillum (Selao et al. 2008). Selon Benyamina (2012), les fixateurs libres 

comprennent des genres très divers : des bactéries aérobies chimioorganotrophes (Azotobacter, 

Azospirillum, Acetobacter, diazotrophicus), des bactéries anaérobies strictes (Clostridium) ou 

des aérobies facultatives (Klebsiella, Bacillus, Pseudomonas), des bactéries phototrophes à 

photosynthèse anoxygènique (Rhodobacter, Rhodospirillum) et des cyanobactéries 

(Synechococcus). Certains fixateurs libres dont Azospirillum, Azotobacter paspali, Alcaligenes et 

Campilobacter ont été décrits comme formant de véritables associations avec les racines des 

plantes (Elmerich et al., 1993). 
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2.2. Les fixateurs symbiotiques  

Ces symbioses constituent les systèmes fixateurs les plus efficaces réalisant un couplage entre la 

fixation d‟azote et la photosynthèse. Dans ces associations fixatrices d'azote, le microorganisme 

induit l'apparition de structures différenciées, appelées nodules, chez le partenaire végétal, et lui 

fournit une grande partie de l'azote nécessaire à sa croissance. C‟est le cas d‟Actinomycètes du 

genre Frankia (bactéries Gram positif, filamenteuses et sporulantes) capables de former des 

interactions symbiotiques en nodulant des plantes ligneuses appartenant à 23 genres 

d‟angiospermes regroupés dans 8 familles Betulaceae, Myricaceae, Casuarinaceae, 

Elaeagnaceae, Rhamnacaceae, Rosacea, Coriariaceae et Datiscaceae (Provorov et al., 2002 ; 

Normand et al., 2007). C'est le cas aussi des systèmes associant des plantes de la famille des 

Fabacées et certaines bactéries Gram négatif, communément et collectivement appelées les 

„‟rhizobia‟‟ ou Bactéries Nodulant les Légumineuses (BNL) ainsi que plusieurs espèces de 

Parasponia, de la famille des Ulmaceae, qui peuvent également développer des nodules 

fixateurs d‟azote avec certaines bactéries (Trinick et Hadobas, 1989 ; Young et Johnston, 1989 ; 

Davey et al. 1993). Selon Unkovich et al. (2008), la fixation symbiotique constitue le plus 

important processus biologique de dimension planétaire. 

3. L’association Rhizobium Légumineuse  

L'association symbiotique entre les légumineuses et les rhizobia est très diverse et implique de 

nombreuses espèces, aussi bien chez le partenaire végétal que chez le partenaire bactérien.  

3.1. Diversité de la famille des fabacées (partenaire végétal) 

La famille Légumineuse (Fabaceae ou leguminosae) est largement répandue dans le monde 

entier (Rundel, 1989); Elle est constituée de 727 genres et 19 325 espèces (G. Lewis et al, 2005) 

représentant la troisième plus grande famille des Angiospermes (plantes à fleurs) après les 

Orchidaceae et Asteraceae. Systématiquement, elle fait partie de l'ordre Fabales conjointement 

avec les Quillajaceae, Polygalaceae et Surianaceae (APGIII, 2009 ; 

http://www.tolweb.org/angiosperms). Des études récentes ont prouvé l‟origine monophylétique 

de la famille des légumineuses (Doyle J. J., 2003; Wojciechowski M. F., 2003 ; Wojciechowski, 

et al, 2004). Le fruit (gousse) est le caractère déterminant qui donne à la famille des 

légumineuses son nom, bien que les membres de cette famille soient divers dans leurs fruits en 

raison des différents mécanismes de dispersion des graines (Doyle J. J., 1994). Elle est classée en 
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trois sous-familles en se basant, principalement, sur les différences morphologiques de leurs 

fleurs (Allen et Allen, 1981) : Caesalpinioideae, Mimosoideae et Papilionoideae (Sprent, 1995).   

-La sous famille des Césalpiniacées contient environ 150 genres et 2250 espèces au sein de 4 

tribus. Principalement des arbres ou arbustes retrouvés en régions tropicales d‟afrique. 

Actuellement seul 23 % des espèces testées sont connues pour être nodulées par les rhizobia. Ces 

espèces se retrouvent dans les tribus des Caesalpinieae et Cassieae. Les tribus Cercideae, 

Detareae et Amhertieae sont très peu nodulées (de Fariaet al., 1989);   

-La sous famille des Mimosacées, contenant également 4 tribus, sont composées surtout 

d‟arbres et d‟arbustes présents dans les régions subtropicales d‟Afrique, d‟Amérique, d‟Asie et 

d‟Australie. Cette sous-famille possède à l‟heure actuelle 62 genres et environ 3270 espèces, 

dont la majorité (90 %) sont nodulées parmi les 10 % testées (de Faria et al., 1989);   

-La sous-famille Papilionidae (Faboidae)  

C‟est la plus grande des trois sous-familles contenant 28 tribus. Les espèces de cette sous-famille 

sont présentes dans le monde entier avec 476 genres et 13 860 espèces (Wojciechowski et al., 

2004) dont 97 % parmi les espèces testées (21 % du total) sont nodulées par les rhizobia. Les 

plantes de cette sous-famille sont principalement des herbes mais comprennent aussi des arbres 

et des arbustes (Al-Taweil et al., 2009; de Faria et al., 1989 ; Rachie et Silvestre, 1977). 
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Figure 6. Phylogénie des Légumineuse d‟après l‟analyse des séquences du gène chloroplastique 

rbcl (Doyle et al. 1998 modifiée par Chaich 2018). Les trois sous-familles Papilionoideae, 

Caesalpinioideae et Mimosoideae sont représentées par les barres verticales de couleur. Les 

tribus et genres encadrés ne forment pas de nodules. Les deux tribus et trois genres contenant les 

légumineuses sahariennes étudiées sont encadrées en vert. 
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3.2. Diversité des ‘’Rhizobia’’ (partenaire microbien) 

Le terme « rhizobia » est un terme générique donné aux bactéries du sol qui sont capables 

d‟induire des nodules sur les racines ou les tiges des Légumineuses hôtes, y compris la non 

légumineuse Parasponia (Trinick MJet al. 1988) et d‟y fixer l‟azote atmosphérique en symbiose 

(Moulin et al., 2001; Sawada et al., 2003). Endosymbiontes, ce sont des bactéries aérobies Gram 

négatives, non-obligatoires, mobiles, non sporulantes et taxonomiquement diversifiés. 

Les arbres phylogénétiques montrent que ces espèces symbiotiques, sont liées de manière 

taxonomique à des parents proches non symbiotiques. La nodulation des légumineuses par des 

espèces bactériennes était, dans un passé récent, limitée à un nombre d'espèces bactériennes 

appartenant aux alphaprotéobactéries dans les genres Rhizobium (Frank, 1889), Azorhizobium 

(Dreyfus et al., 1988), Allorhizobium (de Lajudie et al., 1998), Mesorhizobium (Jarvis et al., 

1997), Ensifer (syn. Sinorhizobium) (de Lajudie et al., 1994) et Bradyrhizobium (Jordan, 1982). 

Actuellement avec les explorations continues de légumineuses dans de nouvelles régions 

biogéographiques et avec le développement d'outils taxonomiques modernes, de nouvelles 

espèces de rhizobium ont également été décrites dans d'autres genres de la classe α-

protéobactéries (Vandamme et al., 1996). Ainsi, des espèces bactériennes fixant de l'azote 

atmosphérique ont été incluses dans les genres Devasia (Rivas et al., 2002), Methylobacterium 

(Sy et al., 2001), Ochrobactrum (Trujillo et al., 2005), Phyllobacterium (Valverde et al., 2005) 

et Shinella (Lin et al., 2008). Les deux autres genres de rhizobia connus appartiennent à la classe 

des β-Protéobactéries et il s‟agit de Burkholderia et Cupriavidus (Moulin et al., 2001 ; Chen et 

al., 2001). La découverte de nouvelles espèces ainsi que des remaniements dans les anciens 

genres de rhizobias sont en évolution permanente. Maynaud et al. (2012) a identifié une nouvelle 

espèce Aminobacter anthyllidis nodulant la légumineuse Anthyllis vulneraria, Microvirga lupini 

et Microvirga lotononidis, nodulant Lupinus texensis et Microvirga zambiensis est un symbion 

de Listia angolensis (Ardley et al., 2012). Mousavi et al., (2014) ont prouvé que quelques 

espèces forment un clade distinct au sein du genre Rhizobium mettant en évidence un nouveau 

genre appelé Neorhizobium. Le Tableau ci-dessous résume l‟ensemble des espèces de rhizobia 

connues et validées en 2015.  
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Tableau 1. Liste des genres et des espèces de rhizobia actuellement connues (DIOUF 2015). 
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3.3. Particularités du génome des rhizobia 

Selon Osterås et al (1995), le génome des symbiotes de la famille des Rhizobiaceaese distingue 

de celui d‟autres procaryotes, par la taille (6 à 9 Mb), la présence de plasmides dont la taille varie 

de 200 Kb à 1,5 Mb (mégaplasmides). Le séquençage complet des génomes ou plasmides de 

rhizobia montrent une localisation condensée des gènes de nodulation sur des régions 

symbiotiques (plasmidiques ou chromosomiques). Dans le cas de Sinorhizobium meliloti, le 

plasmide porte la majorité des gènes nod et nif impliqués dans le processus de nodulation et 

defixation. Le plasmide pSymB possède une diversité importante de gènes dont les gènes de 

synthèse EPS (exopolysaccharides) qui interviennent dans la mise en place de la symbiose. 

Le plasmide symbiotique de Sinorhizobium sp. NGR324 possède la majorité des gènes nod et 

une dizaine de gènes impliqués dans la synthèse de polysaccharides ; des homologues des gènes 

exo étant localisés sur le chromosome (Broughton et al., 2000).  

Chez Mesorhizobiumloti, les îlots symbiotiques chromosomiques contiennent, outre les gènes 

nod et nif, des gènes impliqués dans des voies métaboliques du carbone ou la synthèse d‟acides 

aminés. Selon ce même auteur (Osterås et al, 1995), il existerait trois classes de séquences 

répétées  à savoir : 

 Première classe : elle regroupe les duplications de gènes structuraux ou de loci 

symbiotiques, tel l‟opéron nifHDK chez Sinorhizobium sp. NGR324 ; 

 Seconde correspond à des séquences d‟insertion impliquées dans l‟acquisition de 

fonctions accessoires (gènes de résistance aux antibiotiques) et intervenant dans les 

réarrangements chromosomiques et l‟intégration plasmidique. ; 

 La troisième classe : regroupe des éléments plus courts (inférieurà300Kb) correspondant 

à des séquences intergéniques dites“Rhizobium-specific Intergenic Mosaic Element” très 

présents dans le génome des‟‟ rhizobia‟‟.Ces éléments seraient des sites de 

recombinaisons homologues issus de réarrangements génomiques, permettant ainsi une 

fluidité et une évolution génomique. 

Le séquençage du génome d‟Agrobacterium tumefaciens, bactérie taxonomiquement proche 

de certains rhizobia, présente des similarités entre les déterminants de la pathogénicité et de 

la symbiose (Rhizobum-Légumineuse). 
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4. Etablissement de l’association symbiotique Rhizobum-Légumineuse  

La mise en place de la symbiose fixatrice d‟azote entre les rhizobia et leurs plantes-hôtes requiert 

un certain nombre de mécanismes (Figure 7), au cours desquels les bactéries doivent mener en 

parallèle deux processus : l‟infection des racines de la plante hôte et l‟induction d‟une 

organogenèse, qui conduit à la différentiation d‟un nouvel organe, le nodule (Dénarié et al, 

1992). 

5. 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). 

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 7). 
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Figure 7. 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). 

6. Les flavonoïdes : 

Les flavonoïdes sont des molécules issues de la voie de biosynthèse des phénylpropanoïdes. Leur 

synthèse a lieu dans la plupart des organes des plantes et ont des rôles variés comme par exemple 

la pigmentation des fleurs (anthocyanines), la défense en réponse aux pathogènes 

(phytoalexines), la germination du tube pollinique, ou la signalisation symbiotique. Molécules 

composées de trois cycles aromatiques, il en a été découvert plus de 4000. Elles sont classées 

suivant l‟arrangement des cercles aromatiques qui les composent et des substitutions qu‟ils 

portent. Les principales classes de flavonoïdes sont les Chalcone, Flavanone, Flava-3-ol, 

Flavone, Isoflavone, Flavonol et Anthocyanine (Taylor and Grotewold, 2005). 

Les flavonoïdes participent au dialogue moléculaire qui s‟établit entre l‟hôte et les bactéries. 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 squelette de Facteurs Nod 
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(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. 

7. Les facteurs Nods 

Les facteurs Nod (NFs) sont des molécules symbiotiques de nature lipo-chitooligosaccharidiques 

produites par les rhizobia (Lerouge et al., 1990). Ceux produits par S.meliloti consistent en un 

squelette oligomérique de chitine, constitué de quatre ou cinq résidus N-acetylglucosamines 

(GlcNAc) liés en β (1-4) (Figure 8). Une chaine d‟acide gras polyinsaturée (majoritairement un 

C16 :2) est greffée par N-acylation sur l‟atome d‟azote du résidu glucosamine situé à l‟extrémité 

non réductrice du squelette de chitine. Sur l‟extrémité non réductrice, le résidu glucosamine est 

aussi O-acétylé en C6 tandis qu‟à l‟extrémité réductrice, il est O-sulfaté en C6. Chez les autres 

espèces de rhizobia, les NFs sont tous des lipo-chitooligosaccharides, principalement des 

tétramères et des pentamères dont les substitutions portées par le sucres réducteur et non 

réducteur varient selon les espèces de rhizobia étudiées (Denarie et al., 1996). Les gènes nifH, 

nifD, nifK, nifY, nifB, nifQ, nifE, nifN, nifX, nifU, nifS, nifV, nifW, nifZ, nécessaires à la synthèse 

et au fonctionnement de la nitrogénase, sont conservés chez tous les diazotrophes. 
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Figure 8. Structure du facteur Nod majoritaire de S.meliloti et enzymes nécessaires à sa 

synthèse. 

Le facteur Nod de S meliloti consiste en un tetramère de N-Acetyl-Glucosamine sur lequel sont 

greffées un acide palmitoléique (C16:2) et un groupement acétate du coté non-réducteur, et un 

groupement sulfate du coté réducteur. Les enzymes responsables de la production des NFs sont 

indiqués en gras et leur activité enzymatiques entre parenthèses. Les enzymes communs à toutes 

les bactéries sont encadrés en bleu. Les enzymes responsables des décorations spécifiques des 

NFs de S.meliloti sont encadrés en orange.D‟aprèsWais et al., 2000. 

 

Figure 9. 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 9) (Guerts et 
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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, 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 10). Chez M.sativa, les premières 

déformations des poils absorbants apparaissent entre 12h et 24h après inoculation avec la 

bactérie (Wais et al., 2002). 

 

Figure 10. Echanges de signaux lors de la mise en place de la symbiose rhizobium/légumineuse 

(Lindstrom et al., 2010). 
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Figure 11. Signalétique des facteurs Nod et a structure des facteurs Nod de Sinorhizobium 

meliloti, symbionte de Medicago truncatula,(haut), est comparée à la structure des facteurs Myc, 

lipochitooligosaccharide non-sulphaté, produite par un champignon arbusculaire Glomus 

intraradices (bas) (Oldroyd,2013). 

8. 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 9). Quand les cordons 

d‟infection atteignent le primordium, certaines cellules arrêtent de se diviser et entrent dans des 

cycles répétés d‟endoréduplication. 

9. Organogenèse du nodule  

L‟organogenèse nodulaire se met en place parallèlement à la progression d‟infection (Figure 12). 

Le primordium nodulaire, lieu de libération des bactéries, se différencie en nodule mature 

(Brewin, 1991 ; Trevaskis et al., 2002). Les bactéries sont libérées du cordon dans le cytoplasme 

des cellules végétales par un processus d‟endocytose par lequel elles sont internalisées dans un 

compartiment constituant le symbiosome entouré d‟une membrane péribactérodienne d‟origine 

végétale (Brewin, 2004 ; Gage, 2004). Cette membrane assure la séparation des bactéries de la 
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cellule hôte et contrôle l‟échange de signaux et de nutriments entre les deux partenaires (Udvardi 

et Day, 1997). Une fois dans le symbiosome, les cellules bactériennes subissent de profonds 

changements physiologiques et morphologiques, se différenciant en bactéroïdes, formes 

fixatrices d‟azote adaptées aux nouvelles conditions environnementales présentes dans le nodule 

(Mergaert et al., 2006). 
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Figure 12. Schéma global du processus d'infection jusqu'à la formation du nodule fonctionnel 

Chez Medicago. (Bonaldi, 2010). 
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CHAPITRE III. Méthodes et techniques appliquées à l’étude  de la diversité 

des BNL. 

La diversité des rhizobiums peut être évaluée par un ensemble de méthodes, principalement, 

toutes basées sur des caractéristiques phénotypiques et génotypiques. 

1. Méthodes phénotypiques 

Les méthodes phénotypiques incluent toutes les techniques qui reposent sur la détermination des 

caractéristiques morphologiques, biochimiques, et/ou physiologiques des bactéries via des 

techniques standardisées (Vandamme et al., 1996; Graham et al., 1991). Les critères 

morphologiques fournissent des renseignements concernant les caractéristiques de la cellule 

bactérienne (forme, présence de flagelles, coloration Gram, présence d‟endospores) et l‟aspect 

des colonies observées sur la boîte de culture (taille, forme, couleur, état de la surface).  

Les principales méthodes biochimiques (Api 20 à Api80, etc……) sont basées sur la 

détermination de l‟activité de différents enzymes caractéristiques de certains groupes de 

bactéries. 

L‟étude des caractères physiologiques impliqués dans l‟identification bactérienne repose sur la 

détermination de la vitesse de croissance, la capacité d‟utiliser différentes sources de carbone, la 

croissance à différentes variations de température, du pH, de sels, d‟antibiotiques et de métaux 

lourds. Ces analyses physiologiques sont souvent influencées par les facteurs environnementaux. 

Les caractéristiques phénotypiques classiques sont toujours admises comme étape primordiale 

pour la description et l‟identification dessouches d‟une même espèce (Vandamme et al.,1996). Il 

est important de noter que les taxonomistes bactériens prescrivent que ces critères phénotypiques 

soient pris en compte lorsqu'un auteur veut donner un nom à une nouvelle espèce. 

2. Méthodes génotypiques 

Les premières techniques moléculaires utilisées dans la classification bactérienne étaient basées 

sur le taux de GC* ou l‟étude du profil plasmidique. Les méthodes dominantes de la taxonomie 

moderne visent la caractérisation très précise en ciblant les molécules d'ADN. Ceci est la 

conséquence des progrès technologiques.  
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* Taux de GC : Le taux de GC d‟une séquence d‟ADN correspond au pourcentage de 

guanine (G) et de cytosine (C) que contient une molécule d‟ADN. Ces deux bases azotées 

constituants font partie des constituants de l‟ARN et de l‟ADN. 

2.1. Séquençage de l’ADNr16S 

Les travaux de Carl Woese (1987) ont véritablement révolutionné l‟approche taxonomique en 

microbiologie. Ils ont démontré que les séquences d‟AND ribosomaux (ADNr 23S, 16Set5S) 

présentes sous forme d‟opérons étaient des marqueurs évolutifs relativement robustes de 

l‟ensemble du génome, utiles pour l‟étude des relations phylogénétiques et l‟évolution des 

espèces microbiennes au cours du temps chez tous les microorganismes. Ces opérons peuvent 

être présents en un ou plusieurs exemplaires sur le chromosome  (JensenetStraus,1993). C‟est 

principalement l‟ADN codant pour l‟ARN ribosomique 16S qui est le marqueur moléculaire le 

plus utilisé dans l‟analyse des relations phylogénétiques bactériennes au niveau genre et espèces. 

Ce gène a comme avantage d‟être présent chez tous les bactéries, d‟être constitué de domaines 

hautement conservés entourant des domaines variables, de présenter une taille d‟environ 1500 pb 

aisément séquençable et de fournir une séquence suffisamment informative (Ludwig, 2007 ; 

Woese, 1987). Ces régions hautement conservées servent de cibles pour des amorces dites 

"universelles" pour l‟amplification in vitro par PCR (Polymerase Chain Reaction) et le 

séquençage (Weisburg et al.,1991). Dans les années 1990, l‟ADN 16S est devenu le marqueur 

taxonomie le plus important chez les rhizobiums conduisant à la répartition des genres inclus 

dans la famille Rhizobiaceaee et la création d'un nouvel ordre appelé "rhizobiales" proposé dans 

le Bergey’s Manual (Kuykendall et al.,2005). Ainsi l‟analyse phylogénétique de l‟ADNr16S est 

très utile pour classer les bactéries dans un rang hiérarchique supérieur à l'espèce. Stackebrandt 

et Goebel (1994) ont montré qu‟en dessous de 97% de similarité de séquences ARNr 16S deux 

souches représentent potentiellement des espèces différentes. Plusieurs chercheurs ont utilisés 

l‟ADNr comme une approche rapide pour évaluer la variabilité génétique entre les souches de 

rhizobiums (Laguerre et al. 1994 ; Vandamme et al., 1996). Des études phylogénétiques récentes 

portant sur le séquençage d‟autres gènes de ménage ont été utilisées pour la détection et 

l‟identification des espèces bactériennes. Ces gènes codent pour des protéines vitales Assurant la 

maintenance du fonctionnement cellulaire (Stackebrandt et 2002;Maiden, 2006). 
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Des systèmes d'identification fiables peuvent être établis après la classification des 

microorganismes. De nombreuses techniques de typage moléculaire (Figure 13) ont été 

développées sur la base de la réaction de PCR (Polymerase Chain Reaction) : (PCR-RFLP, 

AFLP, RAPD, ERIC-PCR, REP-PCR, MLSA …), relativement rapides à réaliser et simples à 

analyser. Ces outils sont actuellement les plus couramment utilisées dans les études de diversité 

des BNL (Zakhia et de Lajudie, 2006). 

Ces méthodes sont basées sur l‟analyse des molécules d‟ADN ou d‟ARN, soit au niveau de 

l‟ensemble du génome, soit en ciblant certains fragments du chromosome ou de plasmides 

bactériens. Les progresses réalisés dans la connaissance de l‟ADN bactérien permettent des 

comparaisons beaucoup plus fines entre les bactéries et une classification plus rigoureuse. Si la 

classification des rhizobiums était longtemps basée sur leur capacité de nodulation et leurs 

caractéristiques morphologiques, le séquençage du gène codant pour l'ARNr 16S (Woese et al., 

1984), puis d'autres gènes dans le cadre des études MLSA, s‟est progressivement impose comme 

critère essential pour la taxonomie et la classification phylogénétique des rhizobiums 

indépendamment de leur caractéristiques phénotypiques ou symbiotiques (Rivas et al., 2009). 

Parmi les techniques les plus couramment employées : 

2.2. PCR-RFLP du gène de l'ARNr 16S 

Dans la méthode PCR-RFLP ou Polymorphisme de Fragments de Restriction, la PCR est 

combinée avec des enzymes de restriction. L‟ADNr 16S ou 23S avec ou sans l‟IGS (espace 

intergénique entre les gènes de l‟ADNr 16S et 23S), ou bien d‟autres gènes impliqués dans la 

symbiose ou la fixation d‟azote, sont amplifiés avec des amorces universelles définies en 

alignant les séquences disponibles, le produit de la PCR est ensuite digéré par les enzymes de 

restriction (Zakhia et de Lajudie, 2006). 

Cette technique fournit principalement des profils spécifiques (Gurtler et al., 1991; Jayaro et al., 

1991; Vaneechoutte et al., 1992; Ralph et al., 1993; Laguerre et al., 1994). 

Dans l‟étude de la collection des BNL isolées de nodules, la PCR-RFLP du gène codant pour les 

ARNr 16S (l‟ADNr 16S) est employée pour grouper les souches. 

Plusieurs gènes peuvent être ciblés l‟ADNr 16S (Laguerre et al., 1994; Zakhia et al., 2004), les 

gènes de nodulation nodC, de fixation d‟azote nifH (Laguerre et al., 2001). 
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Cette technique, très utilisée dans le passé, reste très performante, rapide, informative et 

relativement accessible à de nombreux laboratoires (Zakhia et de Lajudie, 2006). 

2.3. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 

L‟AFLP est une approche moléculaire pour explorer le polymorphisme de séquences 

représentatives d‟un génome entier. Elle a été décrite par Zableau et Vos (1993). 

L‟ADN génomique total est digéré par des enzymes de restriction de deux sortes: une qui 

reconnait un site de coupure fréquent (4 bases de l‟ADN) et une autre qui reconnait un site de 

coupure rare (6 à 8 bases). Ensuite il y a légation des fragments de restriction avec deux 

adaptateurs dont les extrémités 3‟ sont complémentaires aux sites de restriction et contenant une 

base différente pour empêcher la restriction d‟avoir lieu de nouveau. Cette étape est suivie d‟une 

amplification sélective des fragments de restriction par l‟utilisation d‟amorces homologues ou 

adaptateurs et contenant chacun deux ou trois bases sélectives à leurs extrémités 3‟. De ce fait, 

une partie seulement des fragments de restriction sera amplifiée. Le marquage au P32 ou au 

fluorochrome de l‟amorce correspondant au site rare de coupure permet de visualiser par 

l‟autoradiographie (Zakhia et de Lajudie, 2006). 

2.4. RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) ou AP-PCR (Arbitrarily Primed 

PCR) 

La technique du polymorphisme de l‟ADN par amplification aléatoire (RAPD) a été introduite 

en 1990 (Williams et al., 1990; Welsh et Mc Cleland, 1990). 

Le principe de cette méthode est d‟effectuer des réactions de PCR avec une seule amorce dont la 

séquence est courte (9 à 10pb) et choisie au hasard. Le nombre de sites correspondant à l‟amorce 

utilisée peut varier d‟une souche à une autre au sein de la même espèce. Après séparation des 

produits de PCR sur gel d‟agarose, on obtient un profil de bandes caractéristique de la souche 

étudiée. Le choix des amorces est empirique. 

2.5.  REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic) ou (Repetitive Element PCR) 

La méthode de REP-PCR à été introduite par Versalovie et al. (1991). Le but de cette méthode 

est de caractériser des souches bactériennes par des profils électrophorétiques obtenus en 

amplifiant des séquences répétitives appelées séquences REP. Ce sont des séquences répétitives 

de 38pb de longueur, ayant 6 positions dégénérées et une boucle de 5pb variables se trouvant 

entre les deux séquences palindromiques conservées. 
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2.6. L’analyse de séquence multi locus ou MLSA 

La classification des bactéries basée sur le seul  gène d'ARNr 16S a montré ses limites à 

différencier les espèces proches (Valverde A. et al, 2006; Ramírez-Bahena MH et al; 2008) car 

elle permet la description d'espèces de rhizobium non nodulantes. Dans ce but plusieurs gènes 

métaboliques (housekeeping) ont été proposés dans plusieurs groupes de bactéries (MaidenMCJ 

,2006). Chez les rhizobia, les deux premiers gènes analysés étaient recA et atpD (Gaunt MW et 

al.,2001) et actuellement ils ont été séquencés dans beaucoup d'espèces rhizobiales montrant leur 

utilité dans La différenciation des espèces dont les gènes 16S ARNr sont pratiquement identiques 

(Valverde A. et al, 2006; Ramírez-BahenaMH et al; 2008). Par la suite, de nouveaux schémas 

d'identification et d'analyse phylogénétique des bactéries MLSA (Multilocus séquence analysis) 

et MLST (Multilocus séquencetyping) basés sur l'analyse de plusieurs gènes d'entretien ont été 

appliqués à des analyses phylogénétiques de groupes concrets de rhizobia comme Ensifer 

(Martens M et al., 2007et 2008; van Berkum P et al., 2006) et Bradyrhizobium (Vinuesa P et al., 

2008; RivasR et al., 2009). Ces études indiquent que le séquençage des gènes de ménage sont 

plus efficaces que l'hybridation ADN-ADN pour l'évaluation de la parenté génétique entre les 

espèces Ensifer et appuient la suggestion par „exemple Ensifer xinjiangensisis et de Ensifer fredii 

(Martens M et al., 2008). Le comité adhoc pour la réévaluation de la définition des espèces a 

suggéré que les espèces devraient être identifiables par des méthodes facilement disponibles 

(phénotypiques et génomiques) et qu'une approche prometteuse à cet égard est la détermination 

d'un minimum de gènes d'entretien (Stackebrandt E. et al., 2002) et de Zeigler (2003) ont 

suggéré qu'une analyse de moins de cinq gènes d'entretien adéquats pourrait être suffisante pour 

une classification fiable. Pour cette raison, dans les dernières descriptions de nouvelles espèces 

de rhizobia, l'analyse d'au moins deux gènes de ménage a été incluse couramment pour connaître 

les espèces apparentées les plus proches avant d'effectuer des expériences d'hybridation ADN-

ADN. 

En plus des gènes de ménage (gènes noyau), certains gènes "auxiliaires" ou "accessoires" 

impliqués dans la symbiose des légumineuses sont couramment inclus dans la description des 

espèces de rhizobia et dans certaines analyses MLST (Silva C et al., 2005; Vinuesa P et al., 

2005). Les gènes symbiotiques des rhizobiums sont codifiés dans les plasmides et dans les îles 

symbiotiques (Barnett MJ et al., 2001 ; Crossman LC et al, 2008 ; Lee KB et al., 2008) . Les 

gènes de nodulation, quant à eux, sont utiles pour définir des symbiovars au sein d'espèces 

rhizobia (Villegas MC et al, 2006 ; Mnasri B et al, 2007). 



CHAPITRE III. Méthodes et techniques appliquées à l’étude  de la diversité des BNL 

34 
 

 

Figure 13. Niveau de résolution taxonomique des différentes techniques (Vandamme et al., 

1996; Nzoue A., 2008). 

Nous présentons ici, une brève description de certaines méthodes utilisées pour l'étude 

taxonomique de tout type de bactéries. 
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3. Les outils de la taxonomie polyphasique bactérienne 

La taxonomie dite polyphasique proposée par Colwell (1970), est utilisée pour décrire des taxa à 

tous les niveaux (Murray et al., 1990). Elle intègre l'ensemble des informations génotypiques, 

phénotypiques et phylogénétiques recueillies sur la cellule bactérienne. L'information 

génotypique est fournie par les acides nucléiques ADN et ARN présents dans toutes les cellules, 

tandis que l'information phénotypique est donnée par les protéines et leurs fonctions, par 

différents marqueurs chimio taxonomiques et plusieurs autres caractères exprimés (Vandarnrne 

et al., 1991). 

4. Les gènes de ménage 

Les gènes de ménage (housekeeping gene) sont par définition les gènes qui assurent les fonctions 

indispensables à la vie de tous les types de cellules. Le séquençage d‟un ou de plusieurs "gènes 

de ménage" (MLSA ou Multilocus Sequence Analysis) est actuellement utilisé dans de 

nombreuses études populationnelles et de taxonomie en rhizobiologie (Merabet, 2007). 

La technique MLSA offre l‟avantage de fournir des résultats comparables entre les laboratoires. 

Elle a été recommandée par le adhoc comité pour la réévaluation de l‟espèce bactérienne 

(Stackebrandt et al.,2002). 

Des études récentes (Wertz et al., 2003; Zeigler, 2003; Naser et al., 2005; Adékambi et 

Drancourt, 2004) confirment que les séquences de gènes de ménage peuvent prédire les relations 

entre génomes et peuvent être  utilisées  dans  l‟identification  au  niveau  de  l‟espèce 

(Merabet,2007). 

Zeigler (2003) suggère que l‟information donnée par le séquençage de moins de cinq gènes de 

ménage a un pouvoir identique ou même supérieur à celui obtenu par les hybridations 

ADN:ADN. 

Cette discrimination est possible à condition de bien choisir les gènes qui seront analysés et 

propose les critères suivants pour leur sélection, à savoir: 

(i) Universellement présents dans les génomes ; 

(ii) Idéalement présents en copie unique sur le génome ; 

(iii) Les séquences doivent être assez longues pour contenir un nombre d‟informations 

suffisant mais aussi suffisamment courtes pour pouvoir être séquencées. 
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5. Phylogénie et construction d’arbres 

5.1 Méthodes de reconstruction d'arbres phylogénétiques 

La phylogénie moléculaire permet de comprendre les relations de parenté, de retracer 

l‟historique évolutif d‟une espèce ou d‟un groupe taxonomique supérieur des organismes. De nos 

jours, l‟AND et les séquences de protéines sont largement utilisées pour déduire la phylogénie 

des organismes. Les arbres phylogénétiques basés sur certains gènes marqueurs permettent de 

schématiser et d‟appréhender ces relations rapidement. Nous citons trios méthodes principales et 

différentes pour la reconstruction des arbres phylogénétiques : Distance (phénétique), Maximum 

de parcimonie, Maximum de Vraisemblance. 

5.1.1 Méthodes de distance 

Ce sont des méthodes de reconstruction d'arbre phylogénétique sans racine basée sur la recherche 

d'OTU (Operationnal Taxonomic Units), qui, le plus souvent est équivalent à une séquence. Ces 

méthodes sont rapides et bien adaptées aux séquences présentant un degré de similarité élevé. 

Plusieurs méthodes ont été développées pour construire un arbre phylogénétique à partir d'une 

matrice de distance. 

 UPGMA « Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean »: c‟est une méthode 

très simple, basée sur le groupement des séquences les plus similaires, indépendamment de leur 

vitesse d'évolution et de leurs parentés phylogénétiques, sans déterminer d‟ancêtre commun 

(Goodfellow,1971). En règle générale, on lui préfère maintenant des méthodes plus avancées. 

 La méthode de Neighbor-Joining (NJ), développée par Saitou et Nei (1987), est une 

amélioration de la précédente autorisant des différences de vitesse d'évolution entre branches. 

C‟est actuellement la plus utilisée pour reconstruire des phylogénies par méthode de distance. 

Cette méthode a l‟avantage d‟être rapide et bien adaptée aux séquences présentant un degré de 

similarité élevé. 

  5.1.2. Méthode du maximum de vraisemblance (Maximum Likelihood-ML) 

C‟est une méthode dite de caractères, méthode probabiliste, qui permet d'appliquer les différents 

modèles d'évolution (par exemple le modèle de Kimura qui prend en compte la différence entre 

transition et transversion) et d'estimer l‟ordre des branchements et la longueur des branches en 

fonction du changement évolutif. Plusieurs modèles existent pour affiner les reconstructions 
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phylogénétiques et tester plusieurs paramètres (Yang, 1996). La méthode de ML est considérée 

comme la plus fiable pour reconstruire l'histoire évolutive des séquences. Par contre, c'est une 

technique qui nécessite des temps de calcul très longs. 

5.1.3 Méthodes de maximum de parcimonie 

La méthode de parcimonie permet de construire des arbres de classification hiérarchique après 

enracinement, qui permettent de refléter la structure de parenté d'un ensemble de taxons. Cette 

méthode utilise des algorithmes basés sur les caractères plutôt que de distances (Land et Doig, 

1960). Plusieurs programmes utilisent la méthode de maximum de parcimonie pour la 

reconstruction d‟un arbre, tel que MEGA 5 (Tamura et al., 2011). Cette méthode est rapide en 

temps de calcul, mais moins précise que la méthode ML. 

5.2. Fiabilité de l'arbre phylogénétique 

5.2.1 Evaluation statistique de la robustesse des arbres phylogénétiques 

La robustesse des nœuds d‟un arbre phylogénétique peut être évaluée par la technique de ré-

échantillonnage grâce au test de "bootstrap". Cette méthode, introduite par Felsenstein (1985), 

est largement appliquée, avec beaucoup de succès. Elle permet de ré-échantillonner les données 

introduites dans les programmes de calcul en construisant autant d‟arbres qu‟il y a eu de ré-

échantillonnages. Chaque ré-échantillonnage est un tirage au sort des sites (ou des caractères) 

avec remise, donc dans chaque réplication de bootstrap certains sites ou caractères peuvent être 

présents plusieurs fois, tandis que les autres peuvent être absents. Chaque réplication produit un 

nouvel alignement "artificiel", qui est utilisé pour construire un arbre "artificiel". Pour chaque 

branche interne on calcule le pourcentage des arbres "artificiels" contenant cette branche. Seules 

les branches avec un fort % (au moins 75%) sont considérées comme robustes. 

5.2.2 Enracinement de l'arbre 

Pour orienter et enraciner un arbre phylogenetique, la séquence choisie doit avoir les 

caractéristiques suivantes: 

 Ni être trop éloignée des autres données, pour ne pas induire des erreurs dans la topologie 

de l'arbre et pouvoir reconnaître les caractères ancestraux et dérivés. 

 Ni être trop proche des séquences pour représenter un vrai "outgroup". L'utilisation de 

plus d'un "outgroup" améliore en général l'évaluation de l'arbre.
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CHAPITRE IV. Techniques et méthodes récemment réalisées pour l’étude de 

la diversité moléculaire des BNL. 

Actuellement, différentes techniques moléculaire utilisées, à travers le monde,  pour l‟étude de la 

diversité moléculaires des BNL associées aux différentes espèces et genre de la famille de 

Fabaceae. Dans cette partie du travail, nous avons passé en revue l‟évolution des techniques 

moléculaires durant cette dernière décennie (2009 -2021). 

1. Etude de la diversité moléculaire des souches de BNL associées au genre Retama tribu 

des Genistae en Algerie (Boulila et al, 2009)  

Soixante-sept souches ont été isolés à partir de nodules collectés sur des racines de légumineuses 

arbustives méditerranéennes Retama raetam et Retama sphaerocarpa poussant dans sept zones 

éco-climatiques du nord-est de l'Algérie.  

 1.1. Méthodologie adoptée  

Tous les isolats obtenus des racines de la plante hôte (R. sphaerocarpa) ont pu noduler les deux 

espèces de Retama étudiées (R.sphaerocarpa et R.retam). 

Apres différentes extractions et purifications, La diversité génétique des isolats de Retama a été 

analysée sur la base du génotypage par polymorphisme de longueur des fragments de restriction 

(replf). Il s‟agit de l‟amplification PCR des fragments la région de l'espaceur inter génique (IGS) 

du gène de l'ADNr 16S, précisément entre les gènes de l'ARNr 16S et 23S (IGS)). Les gènes 

symbiotiques nifH et nodC ont été aussi utilisés pour discrimination éventuelle des souches 

isolées.  

NB. Les enzymes de restriction suivantes ont été utilisées : MspI et CfoI pour l'ADNr 16S ; CfoI 

et HaeIII pour l'IGSÿ; HaeIII pour nifH; HaeIII 

1.2.  Résultats obtenus 

Onze haplotypes attribués au genre Bradyrhizobium ont été identifiés. Une différenciation 

biogéographique significative des populations de rhizobiums a été trouvée, mais un haplotype 

était prédominant et conservé à travers tous les sites. 



CHAPITRE IV. Techniques et méthodes récemment réalisées pour l’étude de la diversité 

moléculaire des BNL 
 

 

 

 
 

 

 

39 
 

Ceci dit, aucune différenciation génétique significative des populations de rhizobiums n'a été 

décelée par rapport à l'espèce hôte d'origine.  

1.3. Conclusion 

En conclusion, cette étude n‟a pas permis une différenciation génétique significative des 

populations de rhizobiums par rapport à ceux associées aux racines de l'espèce hôte d'origine. A 

travers cette étude il en est ressorti que les souches associées au genre Retama tribu des 

Genistaee sont affiliées au genre Bradyrizobium. On en déduit, que les informations caractérisant 

l‟ADNr 16S ne permettent pas de préciser la position taxonomique des espèces isolées jusqu‟ à 

l‟espèce. 

2. Analyse de séquences multilocus de BNL isolées des nodosites des racines de différents 

genres de fabaceae (Lotus, Argyrolobium et Medicago  au senegal et en tunisie. (Merabet et 

al. 2010) 

Dans cette étude, l‟analyse  MLSA a été réalisée neuf souches de nodules racinaires isolées de 

plusieurs légumineuses en Tunisie (Argyrolobium uniflorum, Lotus creticus, Medicago sativa) et 

au Sénégal (Lotus arabicus). 

2.1. Méthodologie adoptée  

Les isolats obtenus des racines des plantes hôtes d‟origine ont fait l‟objet de test de nodulation 

(Argyrolobium uniflorum, Lotus creticus, Lotus arabicus  et Medicago sativa). A la suite de ce 

test, ces isolats  (09) ont pu noduler les quatre espèces étudiées. En plus de l‟ADNr 16 S, les 

souches ont été caractérisées par des tests auxanographiques API 100, la spécificité de l‟hôte  

ainsi que l‟analyse de la séquence du gène nodA. 

2.2. Résultats obtenus 

L‟arbre phylogénétiques du gène d'ARNr 16S construit (figure 14) a permis de faire ressortir 03 

clusters  avec des valeurs boostrap allant de 77 à 97 %. Les souches inconnues sont affiliées à 03 

espèces de E. meliloti (clusterA avec 97%), E. teranguae (cluster C avec 85%) et E. adhaerens 

avec seulement 77 %. Apres les tests biochimiques API100 et l‟analyse de la séquence du gène 

nod A ont suggéré de nouvelles espèces à confirmer ultérieurement par une hybridation ADN-

ADN. 
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Figure 14. Reconstruction phylogénétique basée sur l'analyse individuelle du gène de l'ARNr 

16S. 
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2.3. Conclusion 

Dans ce travail, il a été confirmé que seul le marqueur génétique ARN16S à lui seul ne suffit pas 

à déterminer les positions taxonomiques infra genre. Malgré l‟utilisation du gène nod A et 

l‟api100 comme complémentaire, l‟auteur a fini par suggérer l‟utilisation du test d‟hybridation 

ADN-ADN pour préciser l‟appartenance exacte des nouvelles souches. 

3. Etude de la diversité moléculaire des souches de BNL associées à la légumineuse 

spontanée G.saharae du Sahara septentrional est Algerien (Chaich, 2018) 

Cinquante-sept souches ont été isolés à partir de nodules associées aux racines de G.saharae 

légumineuse arbustives spontanées dans le Sahara septentrional est d‟Algérie.  

3.1. Méthodologie adoptée  

L‟ensemble des isolats obtenus des racines de G.saharae (plante hôte d‟origine) ont fait l‟objet 

de test de nodulation et ont eu une réponse positive sur la même plante hôte (G.saharae) sous 

conditions contrôlées. 

En résumé, l‟étude réalisée consiste à l‟extraction de l'ADN  par la méthode (Chen et al, 1993) et 

à l‟analyse phylogenetique des séquences du gène de l‟ARNr 16S et ainsi que les gènes de 

ménage (recA et atpD). 

Pour l‟amplification et le séquençage du gène de l‟ARN ribosomal 16S ; le mélange réactionnel 

pour la PCR est identique à celui utilisé pour les gènes recA et atpD sauf, bien entendu, pour les 

amorces utilisées qui sont celles proposées par Wawrik et al. (2005). Avec un cycle identique à 

celui appliqué pour l‟amplification du gène atpD, concernant l‟amplification, purification 

visualisation et séquençage sont les mêmes pour les gènes de ménage (recA et atpD). 

Les phylogénies ont été construites à l‟aide du logiciel Mega 5 (Tamura et al., 2011) avec les 

méthodes suivantes : 

o Pour les gènes recA et atpD : méthode du maximum de vraisemblance avec le modèle 

d‟évolution GTR qui évalue le meilleur arbre en termes de probabilité, en tenant compte d‟un 

modèle d'évolution moléculaire sous-jacent à nos données. 
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o Pour l‟ADN ribosomal 16S : méthode de Neighbour-Joining selon le modèle Kimura à 

deux Paramètres. 

o Une phylogénie bayésienne a, également, été produite à partir du concaténât des 

alignements des différents gènes de ménage (recA et atpD). 

Pour l‟estimation de la robustesse des nœuds il a été choisi l‟analyse par ré-échantillonnage 

bootstrap à 1000 réplications pour tous les arbres construits. 

3.2. Résultats obtenus 

Les analyses phylogenetiques des souches a permis de mettre en évidence une grande diversité 

génétique des 57 souches de BNL associées à G.saharae et ont apporté une précision majeure 

sur la position taxonomique des souches, qui jusque-là, restait méconnue. Les arbres 

phylogénétiques construits avec différents marqueurs génétiques (gènes de ménage atpD et recA; 

gène ribosomiques de l‟ARN 16S) ont été tous congruents avec robustesse. Ainsi, la 

caractérisation moléculaire de 57 souches a permis leur affiliation à trois groupes 

phylogénétiques distincts: Neorhizobium, Sinorhizobium et Mesorhizobium. Dans leur majorité 

(plus de 80%), 46 souches appartiennent à Ensifer (anciennement Sinorhizobium) et ont été 

identifiées à E. meliloti LMG6133
T
.  

Cela confirme et apporte plus de précisions aussi le résultat de Mahdhi (2007) a l‟affiliation des 

souches de BNL concernant les Ensifer dans le Sahara Tunisien. 
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Figure 15. Arbre phylogénétique Neighbour-joining phylogenetic base sur les gènes ARNr 16S. 

L‟analyse faite sur 1298 bp montre la relation entre les souches associées à Genista saharae et 

les souches types. La signifiance de chaque branche est indiquée par une valeur bootstrap 

(≥50%) calculée pour 1000 subsets. Le nombre entre parenthèses représente le nombre de 

souches dans chaque génospecies définie dans la présente étude. La barre d'échelle représente le 

nombre de substitutions de nucléotides par 100 nucléotides. 
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Figure 16. Arbre phylogenetique Maximum-likelihood basé sur les séquences partielles des 

gènes de ménage atpD et recA concatenés. L‟analyse faite sur 684 bp montre la relation entre les 

souches associées à Genista saharae et les souches types. La signifiance de chaque branche est 

indiquée par une valeur bootstrap (≥50%) calculée pour 1000 subsets. Le nombre entre 

parenthèses représente le nombre de souches dans chaque genospecies définie dans la présente 

étude. La barre d'échelle représente le nombre de substitutions de nucléotides par 100 

nucléotides. 
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3.3. Conclusion 

Selon les études de Chaïche on conclut que au niveau des rhizosphères de l‟espèces de fabacée 

étudiée G.saharae les BNL ont une capacité et spécificité d‟établir une association symbiotique 

fixatrice d‟azote. 

Selon le même auteur ; les espèces de la tribu des Genistae sont connues pour être associées aux 

Bradyrhizobiums en Europe (Fernando et Jésus, 1998; Kalita et Malek, 2004;Rivas et al, 2009) 

et même au nord d‟Algérie (Boulila, 2009). 

L‟approche génétique MLSA utilisée dans l‟étude de Chaich a permis de mettre en évidence une 

grande diversité génétique des souches de BNL, associées à G.saharae. Elle a permis une 

précision majeure sur la position taxonomique des souches, qui, étaient méconnue.  

4. Etude de la diversité moléculaire des souches BNL associés à Vicia sativa 

dans la province du Shanxi au nord de la Chine (2021). 

Trois souches de rhizobium à croissance rapide ont été isolées à partir de nodules frais collectés 

sur des racines de légumineuses de Vicia sativa L dans le nord-ouest de la Chine. Ce travail a 

permis, grâce à la technique MLSA d‟identifier une nouvelle espèce au sein du genre Rhizobium. 

4.1 Méthodologie adoptée 

Dans la présente étude, la souche à identifier a été isolée à partir d'un nodule racinaire de Vicia 

sativa L espèce cultivée de la famille Fabaceae, reinoculées les 03 souches isolées ont donné un 

résultat positif car elles ont nodulé la plante hôte d‟origine (Vicia sativa) et même d‟autres 

espèces de  Fabaceae (Vicia villosa et Pisum sativum). 

Les isolats ont été caractérisés par une approche phylogénétique. Les mêmes marqueurs 

génétiques (ARNr 16S et gènes de ménage recA et atpD) ainsi que le même protocole de Chaich 

(2018) ont été suivi pour aboutir à la construction des arbres phylogenetiques.  
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4.2 Résultats obtenus  

L'arbre phylogénétique basé sur des séquences partielles de gènes d'ARNr 16S (figure 17), a fait 

ressortir que les 03 souches sont regroupées avec les souches types (R.sophorae CCBAU 

03386
T
, R.legumi nosarum USDA 2370

T
 (=LMG 14904

T
), R.indigoferae CCBAU 71042

T
, 

R.laguerreae FB206
T
, R.hidalgonense FH14

T
, R.acidisoli LMG 28672

T
, R.indicum, 

R.ruizarguesonis UPM1133
T
 et R.anhuiense CCBA 23252

T
). Le cluster forme avec les souches 

types étaient identique avec une valeur de similitude de 99,8 % avec les 03 souches  nouvelle 

Rhizobium changzhiense WYCCWR 11279
T
 indiquant que cette souche appartient bien au genre 

Rhizobium.  
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Figure 17. Arbre phylogénétique à vraisemblance maximale des séquences du gène de l'ARNr 

16S montrant les relations des rhizobiums isolés de Vicia sativa dans le nord de la Chine. L'arbre 

a été reconstruit à l'aide du modèle T92+G+I. Des niveaux de confiance bootstrap> 50% sont 

indiqués aux entre-nœuds. B. japonicum USDA 6T a été pris comme groupe externe. Les 

numéros d'accession des séquences sont présentés entre parenthèses. La barre d'échelle 

représente 0,1 substitution de nucléotide. 

L‟utilisation des gènes de ménage a permis d‟aller à la détermination précise à l‟échelle espèce. 

En effet, le cluster formé par les 03 souches étudiées (figure 18) avait une valeur de boostrap de 

100 % indiquant clairement qu‟il s‟agit de nouvelles souches qui ont été identifiées appartenant à 

l‟espèce nouvelle R. changzhiense WYCCWR 11279
T
. 
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Figure 18. Arbre phylogénétique à vraisemblance maximale basé sur des séquences de gènes 

atpD-recA concaténées montrant les relations entre les rhizobiums isolés de Vicia sativa dans le 

nord de la Chine. L'arbre a été reconstruit à l'aide du modèle T92+G+I. Des niveaux de confiance 

bootstrap> 50% sont indiqués aux entre-nœuds. B. japonicum USDA 6T a été pris comme 

groupe externe. Les numéros d'accession des séquences sont indiqués entre parenthèses. La barre 

d'échelle représente 0,1 substitution de nucléotide. 

4.3 Conclusion  

Ce travail confirme les résultats issus de celui de Chaich, concluant que la séquence du gène de 

l'ARNr 16S permet d‟identifier le genre, et les gènes de ménage recA et atpD précisent la 

position taxonomique à l‟échelle de l‟espèce. 
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Conclusion 

Il existe un grand nombre des techniques utilisant l‟outil de biologie moléculaire pour l‟étude de 

la diversité des populations bactériennes. La technique utilisée dépendra du but de l‟étude, du 

budget, des habitudes du laboratoire, de la complexité de la population étudiée et du temps 

disponible. Même si les profils automatisés sont les plus faciles à comparer et reproduire, ils ne 

permettent pas un deséquençage ultérieur. La plupart des études actuelles utilisent et comparent 

plusieurs méthodes. 

De plus, l'approche MLSA s'est avérée être une méthode très fiable à préconiser pour utilisation 

dans les études de la diversité biologique, permettant d‟et offert la position taxonomique à 

l‟échelle espèce de l‟ensemble des BNL en vue de dresser la liste totale et leurs affiliation. 

Les résultats obtenus au cours des quatre travaux présentés dans ce mémoire, viennent confirmer 

que les informations caractérisant l‟ADNr 16S ne permettent pas de préciser la position 

taxonomique des espèces isolées jusqu‟ à l‟échelle infra genre (espèce). 

Le passage en revue des travaux effectués cette dernière décennie, la technique moléculaire dite 

MLSA semble être efficace et déterminante, d‟autant qu‟elle est très utilisée dans l‟étude des 

souches de BNL associées aux différents genres de la famille des Fabaceae. En effet, les 

marqueurs ribosomiques de l‟ARN 16S peuvent déterminer le rang taxonomique au niveau 

genre. Les gènes de ménage atpD et recA et/ou leur concaténation, quant à eux, permettent 

aisément à aller à l‟échelle espèce.  

On peut conclure aussi que cette technique constitue une méthode adéquate à suivre dans l‟étude 

des associations symbiotiques rhizobium dans les milieux vierges ou extrêmes.  
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Résumé 
Le présent travail consiste à passer en revue les différentes techniques moléculaires utilisées, actuellement, a travers le monde, pour 

l‟étude de la diversité moléculaires des Bactéries Nodulant les Légumineuses (BNL) associées aux différentes espèces et genre de la 

famille de Fabaceae. Dans ce travail bibliographique, nous avons passé en revue l‟évolution des techniques moléculaires durant cette 

dernière décennie, qui ont fait ressortir  que la technique „‟ Multi Locus Sequence Analysis (MLSA) „‟ semble être la plus utilisée et la 

mieux appropriée, aussi pour des considérations économiques. Cette technique se basant sur la phylogénie des gènes ARN 16S et des 

gènes de ménages s‟est révélée la mieux appropriée vu la précision qu‟elle donne sur la position taxonomique des BNL, et par 

conséquent, la plus utilisée. Après analyse critique de l‟évolution (2009 à 2021) de l‟utilisation des techniques moléculaire à travers le 

monde, ce modeste travail a permis de mettre le point sur l‟importance du marqueur ARN16S dans la détermination des genres, alors que 

les gènes de ménage permettent de préciser la position taxonomique au niveau de l‟espèce. En effet,  l‟étude de la diversité moléculaire 

des souches de BNL associées au genre Retama „‟tribu des Genistae’’, dans laquelle, ont été utilisés des marqueurs moléculaire de 

l'espace inter génique (IGS) du gène de l'ADNr 16S, même associées aux gènes symbiotiques nifH et nodC, n‟a pas permis une 

différenciation génétique significative des populations de rhizobiums, et donc, seul genre Bradyrizobium a pu être identifié comme BNL 

associées au genre Retama (tribu des Genistae) dans le nord d‟Algérie. Par ailleurs, selon un autre travail étudiant la diversité 

moléculaire des souches de BNL isolées des nodosités des racines de différents genres de Fabaceae (Argyrolobium uniflorum, Lotus 

creticus, Medicagosativa) en Tunisie et (Lotus arabicus) au Sénégal, il s‟avère que le gène ARNr 16S et le gène de nodulation  nodA 

n‟ont pas pu dépasser des clusters du genre Ensifer. Et la position taxonomique (Ensifer meliloti, E. teranguae et E. adhaerens) des 

espèces n‟a été possible que grâce à l‟hybridation ADN/ADN. Récemment, l‟étude de la diversité moléculaire des souches de BNL 

associées aux quelques espèces spontanées à „‟tribu des Genistae’’ dans le Sahara d‟Algérie, dans laquelle l‟analyse phylogénétique des 

séquences du gène de l‟ARNr 16S additionnée des gènes de ménage (recA et atpD) a permis l‟affiliation des souches isolées à l‟échelle 

espèce, à savoir, E.meliloti LMG6133T, N.Galegae LMG6214T , N.alkalisoli et  M. camelthorni CCNWXJ404T (figure 15). De même et 

en utilisant les même marqueurs (ARN 16S et gènes de ménage recA et atpD) , un travail réalisé en chine a permis d‟identifier une 

nouvelle souche R.changzhiense WYCCWR 11279T associée à la Fabaceae cultivée Vicia sativa L. 

Mots clés : Diversité moléculaire, BNL, Fabaceae, MLSA, ARN16S, gènes de ménage. 

 

Abstract 
The following research consists of reviewing the different molecular techniques currently used around the world. For the study of 

molecular diversity of the nodulating Bacteria the legumes (BNL) are associated with the different species of genes of the Fabacese 

family. In this bibliographical work, we have reviewed the evolution of molecular techniques over the past decade which have shown 

that the Multi Locus Sequence Analysis (MLSA) technique seems to be the most widely used and the most appropriate for the  economic 

considerations as well. This technique is based on the phylogeny of 16S rRNA and housekepping genes proved to be the most 

appropriate according to the precision it gives on the taxonomic position of the BNL, therefore, the most used.  After a critical analysis of 

the evolution (2009 to 2021) of the use of the molecular techniques around the world, this modest work helped to highlight the 

importance of the 16s RNA marker in the determination of genera. whereas the housekeeping genes make it  possible to specify the 

taxonomic position at the level of species, in fact the study of molecular diversity of BNL strains associated with the retama genre 

(Gemistae tribe), In which, molecular markers of the inter genic (IGS) species were used  of 16S rDNA gene even associated with 

Symbiotic gene nif H and nodC did not permit for a significant genetic differentiation of Rhizobia population and, therefore, only  

Bradyrizobium gene could be identified. As  BNL associated with Retama genre  (Genistae tribe) in northern Algeria. Furthermore, 

another work  studying the molecular diversity of BNL strains isolated from root nodules of different genera Fabaceae (Angynolobium 

uniflorum, Lotus creticus, Medicago stavia), in Tunisia and (Lotus arabicus) in Senegal. The 16S RNAr and the nodulation genes could 

not exceed clusters of the Ensifer genre. The taxonomique position (Ensifen meliloti, E. Terangue and E.adharemes) of the species was 

only possible through DNA/DNA hybridization. Recently, the study of the molecular diversity of BNL straines associated with the some 

spontaneous species (Genistae tribe) in the Algerian Sahara the phylogenetic analysis of sequences of the 16S RNAr genes plus of the 

housekeeping genes (rec A and atpD) has allowed the affiliation isolated strains to the species scale, as follows. E. Meliloti LMG 6133T, 

N. Galege LMG 6214T, N. alkalisoli and M. camelthorni CCNWXJ404T (Figure 15). Similarly using the same markers, 16S RNA and 

rec A et atpD) a work achieved in China has identified a new strain R.Changzhienze WXCCWR 11278T associated with the cultivated 

fabaceae Vicia stavia L. 

Key words: molecular diversity, BNL, fabaceae, MLSA, 16S rRNA, housekeeping genes. 

 الملخص

، انًزحبطت الإَٔاع ٔ الأجُبص انًخخهفت نفصٛهت BNLنذراطت انخُٕع انجشٚئٙ نـ   -انًظخخذيت حبنٛب ػبز أرجبء انؼبنى  -ُٚصب ْذا انؼًم ػهٗ حقٛٛى يخخهف انخقُٛبث انجشٚئٛت 

ْٙ الأكثز شٕٛػب ٔ يلائًت،  (MLSA)’ ر انؼقذ انًبضٙ، ٔ انخٙ بُٛج أٌ  حقُٛتحٛث قًُب يٍ خلال ْذا انؼًم انببهٕٛغزافٙ بًخببؼت حطٕر انخقُٛبث انجشٚئٛت ػهٗ يذا. انبقٕنٛبث

 حخٗ ببنُظز نلاػخببراث الاقخصبدٚت.

فٓٙ  ،BNL نـ انخصُٛفٙ نهٕضغ حؼطٛٓب انخٙ نهذقت َظزًا الأَظب، أَٓب انًُشنٛت، اثبخج ٔانجُٛبث 61S (ARN)  انزٚبٙ انُٕٔ٘ انحًض جُٛبث حقظٛى إنٗ انًظخُذة انخقُٛت ٔ ْذِ

 اطخخذايًب. الأكثز ببنخبنٙ

 انكبشف انجشٚئٙ أًْٛت حبٛبٌ انًخٕاضغ انؼًم ْذا يكُُب ، ( 9096غبٚت طُت  إنٗ 9002يٍ طُت )انؼبنى أَحبء جًٛغ فٙ انجشٚئٛت انخقُٛبث اطخخذاو نخطٕر انُقذ٘ انخحهٛم ٔ بؼذ

ARN16S ٙانُٕع. يظخٕٖ ػهٗ انخصُٛفٙ انٕضغ ححذٚذ انًًكٍ يٍ حجؼم انًُشنٛت انجُٛبث أٌ حٍٛ فٙ انجُض، ححذٚذ ف 

 يٍ( IGS) فٙ انفضبء بٍٛ انجُٛٛبث انجشٚئٛت انكٕاشف انخٙ اطخؼًهج فٛٓب ،«Genistae قبٛهت» Retama بجُض انًزحبطت BNL نظلالاث انجشٚئٙ انخُٕع انٕاقغ أٌ دراطت فٙ

 جُض ححذٚذ ًٚكٍ فحظب ٔببنخبنٙ فبَّ انزٚشٔبٛب. نفصبئم انكبٛز انجُٛٙ ببنخًبٚش ٚظًح نى . الأيز انذNifH ٔ nodC٘ انخكبفهٛت يُٓب ببنجُٛبث انًزحبط حخٗ ،ARNr 16S انجٍٛ

Bradyrizobium ٗأَّ ػه BNL بجُض انًزحبط Retama «قبٛهت Genistae .انًخٕاجذة فٙ شًبل انجشائز ، 

 يٍ انبقٕنٛبث يخخهفت لأجُبص انجذرٚت انؼقٛذاث يٍ انًؼشٔنت BNL نبزاػى انجشٚئٙ انخُٕع بحظب ػًم بحثٙ أخز حُبٔل ـذنك، فبَّ ٔ إنٗ ببلإضبفت

(Argyrolobiumuniflorum, Lotuscreticus, Medicagosativa) ٙحَٕض ف ٔ (Lotus arabicus )ٙاحضح أٌ جٍٛ انظُغبل، ف ARN16S انؼقذٚت ٔ الإًٚبءة nodA  

 .Ensifer جُض يٍ يجًٕػبث ٚخجبٔس أٌ ًٚكٍ لا

. ٔ فٙ أَٜت الأخٛزة فبٌ دراطت ADN/ADNنهُٕع إلا يٍ خلال حٓجٍٛ  (Ensifer meliloti, E. teranguaeetE. adhaerens)يٍ انًًكٍ ٔضغ انخصُٛف ٔ نى ٚكٍ 

  ARNr 16Sحهٛم انجُٛٙ نظلاطم يٍ انًخٕاجذة فٙ انصحزاء انجشائزٚت، يٍ خلال انخ Genistae انًزحبطت ببلإَٔاع انؼفٕٚت انقهٛهت يٍ قبٛهت  BNLانخُٕع انجشٚئٙ نهظلالاث 

 E.meliloti LMG6133T, N.Galegae ، طًحج ببَخًبء انظلالاث انًؼشٔنت انٗ طهى انُٕع، ٔ ْٙ ببنخصٕص:(recA et atpD)ببلإضبفت انٗ انجُٛبث انًُشنٛت 

LMG6214T , N.alkalisoli et  M. camelthorni CCNWXJ404T. 
 R.changzhiense WYCCWR يٍ جذٚذة طلانت قذ حذد انصٍٛ فٙ ػًم أَجش فٙ recA et atpD انجُٛبث انًُشنٛت  ARN 16S  انكٕاشف َفض اطخخذاو فإٌ ٔببنًثم،

11279T  ببنبقٕنٛت ـ يزحبطت  Vicia sativa L.. 
 .، انجُٛبث انًُشنٛتMLSA ، ARN16S، انبقٕنٛبث، BNL، : انخُٕع انجُٛٙالكلمات المفتاحية


