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Introduction

L’azote constitue une réserve inépuisable dans 1’atmosphére qui contient 78% de No,
alors que dans les sols, les quantités d'azote assimilable par les plantes sont faibles, ce qui
constitue souvent un des principaux facteurs limitant les productions agricoles, comme tous
les organismes eucaryotes, sont incapables d’utiliser 1’azote moléculaire N2. Seuls certains
procaryotes, appelés fixateurs d’azote, sont capables de réduire 1’azote moléculaire en
ammoniaque assimilable par les plantes. Ils existent des fixateurs libres et des fixateurs
symbiotiques tels que des bactéries appelées communément Rhizobia ou BNL «Bactéries
Nodulant les Légumineuses» (Moulin et al., 2002), qui s’associent a la majorité des plantes de

la famille des Légumineuses.

Les interactions symbiotiques sont caractérisées chez les Iégumineuses par la formation
des nodules racinaires colonisés par des bactéries fixatrices d’azote. L’association
symbiotique légumineuse-bactérie est un processus indispensable a la plante pour acquérir
I’azote sous forme réduit, mais aussi a la bactérie pour obtenir les nutriments nécessaires pour
son développement. Elle est essentiellement basée sur une communication moléculaire entre

les deux partenaires (Gage, 2004).

Ainsi ces plantes, par leurs intéréts agronomique, alimentaire et écologique, se trouvent
actuellement au centre des préoccupations des instances internationales. Leur importance est
due entre autres a leur contribution, chaque année, a la fixation d’environ 65 millions de

tonnes d’azote atmosphérique intégrés dans la biosphere (Graham et al., 2003).

Dans les régions arides, la faible fertilit¢ du sol limite souvent la productivité des
plantes (Toutain 1974). L'azote constitue un ¢lément indispensable pour le développement et
la productivité des plantes dans le sol généralement pauvre en matiére organique de ces

régions (Fitouri Dhane et al., 2012; Palma et al., 2013).

L’objectif de ce travail est I’isolement et la caractérisation phénotypique et
phylogénétique des rhizobia associe aux légumineuses des genres Melilotus et Medicago

issues des régions arides.

Ce travail est réalis¢é en deux parties, une premiere partie consiste a une syntheése
bibliographique : Chapitre 1: Généralités sur les rhizobia et la fixation biologique de l'azote

atmosphérique.
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Et une deuxieéme partie (partie expérimental) consiste a analyser des articles et a rédiger
un mémoire de littérature scientifique, construite a deux chapitres : un chapitre décrit les

matériels et les méthodes utilisés pour la caractérisation des rhizobia.

Le quatriéme chapitre concerne la syntheése des résultats obtenus a partit des articles

étudiés et leur discussion.

Enfin, les conclusions tirées de ce travail et les perspectives pour les prochaines études.



Premiére partie
SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQE



Chapitre 1
Géneralite sur les
Symbiose
Rhizobia-
Légumineuse
Et la fixation d’azote



Chapitre 1 : Généralités sur la Symbiose rhizobia-1égumineuses et la fixation d’azote

1.1. Généralités
1.1.1. La fixation biologique de I’azote atmosphérique

Les rhizobiums sont des bactéries particulieres qui peuvent vivre dans le sol ou dans les
nodules formée sur les racines des légumineuses. Ces nodules racinaires, elles forment une
association symbiotique avec la légumineuse obtenant des nutriments de la plante et la

production d’azote, appelé fixation biologique d’azote (Hussain et al., 2002).

La fixation biologique de 1'azote atmosphérique est le processus par lequel certains
microorganismes transforment l'azote de 1'air (N2 ou diazote) en ammoniac (Huheevet ef al.,

1996; Rose et Mueller, 2006).

1.1.2. Les microorganismes fixateurs d'azote

Selon leur relation avec les plantes, on peut classer les fixateurs d'azote en deux groupes

: les fixateurs libres et les fixateurs symbiotiques (Bogusz et Franche, 1985).

1.1.2.1. Les fixateurs libres

Sont représentés essentiellement par des Azotobacter, Beijerinckia, Clostridium,

Rhodospirillum (Mouafek, 2010).

Ces sont caractérisées par la formation d’un nouvel organeau niveaux des racines, le
nodule ou nodosit¢, a [Dintérieure duquel certaines cellules sont envahies par les
microsymboites fixateurs d’azote qui se retrouvent séquestre dans des structures
membranaires d’origine végétal formant un organite propre aux symbioses rhizobia-

légumineuses et Frankia-plant actinorhiziennes : le nodule (Djouadi, 2018).

1.1.2.2. Les fixateurs symbiotiques

la propriété symbiotique de fixation d'azote dans les nodules des plantes vasculaires est
rencontrée chez deux groupes majeurs de bactéries phylogénétiquement différenrs ; les
rhizobia (principalement Alpha-Proteobacteria) qui s'associent essentiellement avec des
plantes légumineuses appartenant a la sous-famille des angiospermes (Fabaceae), et les
Frankia (des Actinobacteria) qui s'associent avec un spectre plus large des plantes (Franche et

al., 2009) .
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1.1.3. La fixation symbiotique d'azote atmosphérique

Est I'un des processus biologiques les plus importants qui influencent la production des

plantes et la fertilité des sols (Serraj et al., 2004 ; Franche et al., 2009).

Ceci est dii aux grandes quantités d'azote atmosphérique apportées au sol par ce
processus et dont la fixation symbiotique par les rhizobia qui vivent dans les nodules
racinaires des plantes 1égumineuses constitue le mécanisme le plus important (Abdel- Ghafar

,1989 ; Franche et al., 2009).

L'association symbiotique entre Rhizobia ; bactérie fixatrice d'azote atmosphérique, et
les 1égumineuses représente I'un des modeles les plus importants d'interactions entre bactéries

et plantes (Madigan et Martinko, 2007).

1.1.4. Importance de la fixation symbiotique d’azote

la fixation biologique de 1’azote, dont la symbiose rhizobia- 1égumineuses est I’exemple
type, est donc d’importance majeure pour la productivité agricole et pour le cycle

biogéochimique de I’azote, nécessaire au maintien de la vie sur la terre (Perry ef al., 2004).

Ce phénomeéne est trés important pour la production végétale car il permet de minimiser
les dépenses, de réduire les apports d’engrais azotés et donc éviter les problémes écologiques

liés a I’usage de ces engrais (Jeder ef al., 1996).

Le systéme agronomique qui tend vers un systéme a faible utilisation d'intrants doit se
baser impérativement sur le fonctionnement des symbioses qui apportent les éléments
fertilisants indispensables. Il s'agit en particulier de la symbiose rhizobia-légumineuses qui
assure une des fixations les plus efficaces de 1'azote atmosphérique (jusqu'a 200-300 kg

d’azote par hectare pour des légumineuses fourrageéres ou des plantes a graines comme le

soja) (Adolphe et al., 2017).

Grace a cette association symbiotique, les Iégumineuses participent a la revégétalisation
des écosystemes pauvres en azote, en s’établissant comme flore pionniere, initiatrice d’une

succession €cologique (Giraud, 2007).

1.2. La macro symbionte : les légumineuses

Les légumineuses constituent une immense famille de plantes dont le seul caractére

commun est de produire des ayant un ovaire libre, constitué par seul carpelle qui donne un

4
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fruit appelé gousse ou légume. On compte 475 genres et environ 16400 especes se

répartissant en trois famille : Mimosoideae, Caesalpinoideae et Papilionoideae (ou Fabacées)

Les fabacées avec 10000 espéces représentent d’ailleurs les plus grands partis des
légumineuses. Beaucoup d’especes sont cultivées pour leurs graines qui sont riches en amidon
(Féve, Harict, Lentille, Pois, Pois chiche), en huile (Arachide, Soja) ou en protéines
(Fenugrec, Lupin, Soja) les tréfles, les luzernes, le sainfoin et le lotie servent a I’alimentation

du bétail (Chabbi ,2008).

1.2.1. Importance des légumineuses

L'un des grands avantages des 1égumineuses réside dans leur capacité a fixer l'azote
atmosphérique via l'interaction avec les bactéries de type rhizobia. Nous estimons que la
fixation de l'azote, grace a cette symbiose, est au moins équivalente a la production d'azote

par l'industrie chimique (Gough, 2009).

Les légumineuses alimentaires occupent une partie trés importante des travaux
accomplis dans des domaines aussi divers que la phytotechnie, la génétique, 1I’entomologie, la
phytopathologie, la physiologie, la nutrition et la sélection variétale. Elles constituent un
apport important et peu coliteux en protéines (18 a 30 % de la graine seche) (Baudoin, 2001).
Elles constituent par ailleurs une source d’alimentation extrémement importante aussi bien
pour ’homme (soja, pois, haricot...) que pour I’animal (tréfle, luzerne...) (Giraud, 2007).
Elles exercent une influence trés favorable sur la fertilité des sols grace a la symbiose fixatrice
d’azote avec des souches bactériennes du genre Rhizobium, elles jouent par conséquent un

role primordial dans la rotation des cultures (Baudoin, 2001).

Ces especes sont notamment utilisées dans les secteurs de l'agronomie car elles sont
riches en protéines (haricot, pois, lentille, soja, tréfle, luzerne...), en agroforesterie
(production de bois, huiles, resines...) et également dans la restauration des sols dégradés

(concept de « plante hote ») (Vincent, 2019).

1.2.2. Le genre Medicago

Le genre Medicagoappartient a la famille des Fabaceae, sous famille des
Papilionoideae, Ce genre comprend un grand nombre d'espeéces, la plus connue parmi ces

especes est la luzerne cultivée (Medicago sativa L.) qui constitue un aliment pour le bétail
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(Prosperi et al., 1995). 1l est proche des genres Melilotuset Trifolium (Quezel et Santa 1962;
Prosperi et al., 1995; Maureira-Butler et al., 2008).

Le genre Medicago est composé de 83 especes (Lesins et Lesins , 1979 ; Small et
Jomphe, 1988). La phylogénie des especes de Medicago (Béna et al., 1998 ; Béna et al.,
2005) . La plus connue de ces especes par le grand public est peut-étre Medicago sativa, car
elle est cultivée comme fourrage, sous le nom commun de luzerne (alfalfa en anglais), dans de

nombreux pays dans le monde.

1.2.2.1. L’espéce Medicago sativa L

La luzerne (Medicago sativa L.) est une des plantes fourrageres les plus répondues sur
tous les continents. Sa culture remonterait a plus de 9000 ans, dans les hauts plateaux du
Caucase, L'lIran et Turquie d’ou elle se serait répandue dans le monde entier (Mauri¢s, 2003;
Bentvelsen, 1980 ; Soltner, 1999) signalent l'origine de Medicago sativa comme ¢&tant

méditerranéenne.

Medicago sativa L est une plante vivace a systémes racinaires vipotantes, les racines ont
des nodosités, et les bactéries qu'elles contiennent (Sinorhizobium meliloti) fixent 1'azote de
I'atmosphere (Munro et Small, 1997).Le développement des tiges suit un ordre précis, on
distingue des tiges primaires, secondaires et tertiaire. Les feuilles sont en général de types
trifoliés. Les fleurs sont regroupées en inflorescences, la couleur des fleurs chez Medicago

sativa est le mauve- violet (Mauri¢s, 2003).

1.2.2.2. Intérét

La Medicago sativa L est considérée dans tous les pays comme une plante fourragere de
Premiére importance et dont la culture est la plus ancienne (La pevronie, 1982; Brumont,

2008).

L'intérét de la Medicago sativa L réside également dans le role important qu'elle joue
dans l'amélioration de la structure des sols liée a son important systéme racinaire et qui lasse

aussi un tonnage important de matic¢re organique humifiable (Adam, 1974; Pousset, 2002).

La composition chimique, la régularit¢ du rendement font de la luzerne une espece
industrialisable (luzerne déshydratée et concentré protéique foliaire destinés a l'alimentation

animale; protéine blanche Rubisco, bien- tot utilisées par les industries pharmaceutique et (ou)
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agro- alimentaires humaines; source envisageable de fibre cellulosiques) (Génier et al., 1992). Et

de nitrates

1.2.2.3. Le genre Melilotus

Le Melilotus est un genre des légumineuses qui appartient a la famille des Fabaceae,
sous famille des Papilionoideae; il inclut 25 espéces, caractérisées par des rendements
importants en graines, une tolérance aux températures extrémes et un taux de fixation d'azote

supérieur aux autres légumineuses.

Le Mélilot jaune est une plante d’origine méditerranéenne, de la famille des Fabacées,
annuelle rarement vivace, éphémere a feuilles trifoliolées dentées; foliole médiane pétiolée,
les latérales su sessiles. Deux stipules adnées au pétiole. Les fleurs sont petites en grappes
axillaires, les gousses sont généralement a une ou deux graines (Quézel et Santa 1962 ;

Arbeille et al., 2000; Al Sherif 2009).

1.2.2.4. L’espéce Melilotus indicus

Plante herbacée, annuelle, gréle de 10 a 40 cm de haut, a tiges dressées ou ascendantes,
a nombreuses petites fleurs jaunes pales de 2 a 3 mm de long disposées en grappes allongées,
les feuilles ont trois folioles denticulées, les fruits sont des gousses sphériques de 1,5 a 3 mm,

pendantes, nervurées vert noiratres a maturité (Quezel et Santa, 1962 ; Arbeille et al., 2000).

Dans certains pays, les espéces de Melilotus poussent dans les régions a salinité
modérée ou les légumineuses fourrageres traditionnelles ne peuvent pas étre cultivées.
Melilotus indicus est considérée comme une espece avec une forte tolérance a la salinité, les
températures extrémes et la sécheresse, elle est caractérisée aussi par un taux de fixation

d’azote plus important que les autres légumineuses (Rogers et al., 2008 ; Al Sherif , 2009).

1.2.2.5. Intérét

Melilotus indicus est considérée comme une espece avec une forte tolérance a la
salinité, les températures extrémes et la sécheresse, aussi par un taux de fixation d’ azote

supérieurs a ceux des autres légumineuses (Rogers et al., 2008 ; Al Sherif, 2009).

Dans les oasis du Sahara septentrionale, Melilotus indicus fait partie des cultures
fourragéres, qu’ elle n’ est pas éliminée mais elle est fauchée et donnée avec les autres

especes au bétail (Chaabena et Abdelguerfi, 2007).
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1.3. Le micro symbionte: les rhizobia

Les rhizobiums sont reconnus comme ¢étant des bactéries fixatrices d’azote, gramme
Négatives, aérobies et présent soit a 1’état libre et en général dans le sol soi en association
Avec des légumineuses. Ils appartiennent a la sous classe alpha des protéobactéries de la

Grande classe des eubactéries (Chabbi ,2008).

Les bactéries genre rhizobium, batonnet, mobiles, Aérobie, chimioorganohétérotrophe,
leur source de carbone incluent les sucres, se trouve dans le sol et le nodule des racines, %GC

(59 64), espece de type : R, leguminosarum (Murray, 2004).

1.3.1. Caractéres généraux des Rhizobia

Plusieurs études ont été réalisées par les microbiologistes pour évaluer la diversité des
rhizobiums. Ces études ont permis l'analyse de différents traits phénotypiques et génétiques qui

sont devenus par la suite une base de définition du concept de I'espéce (Cheriet ,2016).

1.3.1.1. Caractéres symbiotiques

Le principal caractere distinctif des rhizobia est I’infectivité ou la capacité d’établir une
relation symbiotique avec une ou plusieurs especes des plantes I€égumineuses et qui s’exprime

par la formation des nodules (Prin ef al., 1993).

Le caractere d’effectivité ou d’efficience est défini par la capacité de ces rhizobia a réduire
I’azote atmosphérique en une forme assimilable par la plante, a ’intérieur des nodules, qui se
traduit par la couleur rouge ou rose de ces dernicres (présence de I’enzyme de fixation d’azote)

(Sadowsky et al., 1983 ; Somasegaran et Hoben 1985 ; Prin et al.,1993).

1.3.1.2. Caractéres culturaux

Deux groupes sont généralement assignés aux cultures des rhizobia: Le premier groupe
comporte les rhizobia a croissance rapide, qui produisent une turbidité en bouillon et
présentent une bonne croissance sur la surface des milieux solides dans 3 a 5 jours. Le
deuxiéme groupe implique les rhizobia a croissance lente, qui exigent de 7 a 9 jours ou plus

pour obtenir approximativement le méme développement (Allen et Allen, 1950).

1.3.1.3. Caractéres biochimiques

Les rhizobia sont des bactéries aérobies avec un systéme respiratoire ou 1’oxygene est

I’accepteur final d’électrons.
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Les rhizobia produisent de grandes quantités d’¢léments extracellulaires (EPS) et
¢galement les lipopolysaccharides constitutives de la membrane externe et qui interviennent

aussi aux différentes étapes de I’infection (Baba Arbi, 2016).

Généralement, les cellules des rhizobia contiennent des granules de poly-

hydroxybutyrate (PHB) non colorés.

1.3.2. Taxonomie des Rhizobia

Le second partenaire de I’association symbiotique fixatrice d’azote est une bactérie
communément appelée « rhizobium » (du grec rhiza : racine et bios : vie). Ce terme générique
dérive du premier genre bactérien, Rhizobium décrit au XIX eéme siecle comme des bactéries
qui vivent dans le sol avec le potentiel de noduler des légumineuses (Frank, 1989) Les
rhizobia étaient initialement caractérisés par leur vitesse de croissance: on distinguait ainsi le
genre Rhizobium contenant des souches a croissance rapide, et qui devait plus tard se
subdiviser en plusieurs genres (Rhizobium, Ensifer/Sinorhizobium, Allorhizobium,
Mesorhizobium), et le genre Bradyrhizobium contenant des souches a croissance lente
(Jordan, 1984). Actuellement,le groupe fonctionnel des rhizobiums comprend plus de 100
espeéces reparties au sein de 9 familles et 15 genres d’alpha (ou a-) protéobactéries et
betaprotéobactéries. Ce nombre augmente réguliecrement depuis une quinzaine d’années,
notamment grace a [’apparition de nouveaux outils de taxonomie moléculaire et une

exploration plus large de la diversité dans des zones a forte biodiversité.

Une plus grande diversité a ét¢ découverte parmi les rhizobia et leurs relations avec
d'autres groupes de bactéries avec l'introduction de plus de caractéristiques génétiques
(hybridation ADN-ADN et ADN-ARN r 168, catalogues d'ARN r, analyse des protéines,
séquencage de I’ADN r) (Willems, 2006 ; de Lajudie et al., 2017).

La plupart des bactéries nodulant les légumineuses appartiennent a la classe des a-
protéobactéries et se répartissent au sein de 12 genres bactériens. Les P-protéobactéries,
contiennent 2 genres bactériens qui nodulent les légumineuses. Il s’agit des genres

Burkholderia et Cupriavidus. (Graneshwar et al., 2011).

1.3.3. Classification des rhizobia

Actuellement, les rhizobia comportent 13 genres et 117 espéces (Weir, 2016). Elles

appartiennent a la subdivision alpha des protéobactéries dans les genres de: Rhizobium,
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Mesorhizobium et Bradyrhizobium (Zakhia et al., 2004). Au cours des dernic¢res années des
rhizobia ont été¢ aussi découverts dans les béta protéobactéries dans les genres Shinella,
Cupriavidu ,Herbaspirillum. Les différentes espéces reconnues des rhizobia sont fondues
dans les genres décrits ci- dessous: Rhizobium (Frank, 1889), qui contient 49 especes. —
Mesorhizobium (Jarvis et al., 1997), qui contient 21 espéces. - Ensifer autrefois
Sinorhizobium (Young, 2003), contient 17 espéces. —Bradyrhizobium (Jordan et al., 1984),
qui contient 9 especes. - Burkholderia, (Chen et al., 2013) contient 7 especes. — Azorhizobium
(Dreyfus et al., 1988), qui contient 2 especes. - Microvirga, (Arley et al., 2011), qui contient 3
especes. -Phyllobacterium, (valverd et al., 2005), qui contient 3 espéces. - Ochrobactrum,
(Zurdo-Pifieiro et al., 2007), qui contient 2especes. -Methylobactérieum qui contient 1 espéce.
-Cupriavidus qui contient 1 espece. - Devosia qui contient 1 espéce. —Shinella (Lin et al.,

2008),qui contient 1 espece

1.4. Etablissement de la symbiose Rhizobium-légumineuse

L'établissement de la symbiose entre rhizobia et la plante légumineuses est un
phénomene complexe. L'interaction symbiotique entre les bactéries rhizobia et les plantes de
la famille des Légumineuses se traduit par la formation d'organes spécifiques, appelés nodules
ou nodoisités, ou les bactéries sous leur forme différenciées, Fixent et réduisent l'azote

moléculaire en ammoniac (Perry et al., 2004).

[
“"-'.'mlu l

Les cellules radicales —
forment les nodules

La bacténese trans ﬁ:ﬂne
een bacteroide al'interisur
de la cellule vEgétale

€3> Formation du cordon d infection
par laquel les rhizobinms pénétrer
dans les cellules végstales.

Figure 1: Diffrentes étapes de 1'établissement de la symbiose rhizobia-l1éguimineuse

( Faghir,2012)
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2.1. Collecte d'échantillons

La sélection et 1’échantillonnage des nodules doit étre réalisé durant une période bien
Précise, ou la plante est en pleine activité ; la récolte est effectué¢ au printemps durant le mois

de mars et avril quand la terre est sec

A cette période de I’année les nodules sont bien développé et visibles au niveau des
racines et d’une couleur rougeatre qui peuvent indiquer la présence de la Iéghémoglobine et la

fixation active de 1’azote (Rejili, 2007)

La collecte est réalisée suivant la méthode de Vincent (1970) et Beck et al. (1993). Une
creusée d’environ 15cm au tour de la plante et 20cm de profondeur afin de récupérer tout
I’appareil racinaire ; retirer ensuite délicatement le sol entourant les racines avec les mains, les
nodules sont ensuite placées dans des sacs plastique et les transporter immédiatement au
laboratoire. Au, les racines sont délicatement lavées a I’eau puis, a 1’aide d’un couteau, les
nodules sont détachés 1a 2mm du site d’attache, et séchées avec du papier filtre avant leur

conservation (Benselama, 2015).

2.2. Isolement des bactéries a partir des nodules

La méthode utilisée est celle de Somasegaran et Hoben, (1994). Les nodules conservés
par dessiccation sont réhydratés en les plagant dans 1’eau distillée stérile pendant 24 heures
dans le réfrigérateur a 4°C, puis sont utilis¢ directement aprés une heure a température

ambiante.

2.2.1. Stérilisation de la surface des nodules

Les nodules sont immergés dans une solution d’hypochlorite a 2 % pendant 4 min,
ensuite, ils sont rincés abondamment (5 fois) avec de 1’eau distillée stérile (V). (El Idrissi et

al., 2020).

2.2.2. Ecrasement des nodules et ensemencement des boites

- Les nodules stérilisés sont mis dans des tubes stériles (a hémolyse ou a essai), avec un
volume de 0.5 ml d’eau distillée stérile (1 nodule par tube). (Loubna et a/ ,2017 ; Ouslim et

al., 2019).

- A l’aide d’une barre en verre stérilisée, on écrase les nodules pour obtenir une

suspension de bactéroides (Somasegaran et Hoben ,1994).
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- A I’aide d’une anse de platine, on prend une goutte de la suspension, et on 1’étale sur
une boite de Pétri contenant le milieu YEMA au rouge Congo (Annexe2) dont la composition

est celle donnée par (Somasegaran et Hoben ,1994).

L’ensemencement est réalisé¢ selon la technique des cadrans pour avoir des colonies

bien isolées.

2.3. Examen microscopique des isolats

2.3.1. Coloration de Gram

Pour différencier les bactéries Gram positif et les bactéries Gram négatif et de
déterminer la forme des cellules bactériennes, un contréle supplémentaire par la coloration de
Gram permet de différencier sur la base de la composition de la paroi cellulaire entre les bactéries

qui sont & Gram négatif (les rhizobia) et les autres bactéries a Gram positif (Ouslim ,2015)

2.3.2. Purification des isolats

Aprés I’isolement a partir des nodules, différents aspects de colonies peuvent étre
rencontrées sur les boites, ainsi différentes formes microscopiques peuvent étre détectées,
dans ce cas, une série de repiquage sur le méme milieu (YEMA +0,0025% RC) est nécessaire

pour avoir des souches pures (Somasegaran et Hoben, 1994).

Les isolats sont ensuite conservés sur YMA tamponné avec du CaCO3 (3g/1) en tube incliné

sous forme de stries. Aprés incubation a 28°C pendant 48 h, les souches sont stockées a 4°C a une

utilisation ultérieure (Kanouni, 2019).

2.4. Méthodes appliquées a I’étude de la diversité des rhizobia

2.4.1. Caractérisation phénotypique
2.4.1.1. Tolérance aux différentes concentrations de NaCl

L’objectif de ce test est d’étudier la capacité des bactéries a résister aux conditions de
salinité et des températures €levées et déterminer les valeurs inhibitrices. Ce test permet aussi

d’évaluer les effets de la combinaison des deux stresses sur ces bactéries.

- La tolérance des souches a la salinité est évaluée par détermination de la croissance sur
milieu YEMA additionné de NaCl a des concentrations : (W/V) 2.5, 3.5, 4.5, et 6.0 % .Les
plaques ont été incubées pendant 7 jours (Maatallah et al., 2002; Djedidi et al., 2011).
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La tolérance des bactéries a été évaluée selon la densité de la croissance (forte
croissance : forte tolérance ; faible croissance : tolérance faible ; pas de croissance :
intolérance).

2.4.1.2. Tolérance a la température

Afin d’estimer les températures optimales et maximales de croissance, les souches sont
mises en culture sur le milieu YEMA a différentes températures : 28 ; 37 ; 40 ; 42 et 45°C

(Ballard et al., 2003 ; Baba Arbi et al., 2015; Cheriet et al., 2015 )
Les plaques ont été incubées pendant 7 jours.

Les lectures sont effectuées apres 24, 48 a 72 h d’incubation. Pour la température 4°C,

la lecture peut aller jusqu’a 10 jours.

2.4.1.3. Test de tolérance aux différents pH

* Le but de ce test est d’évaluer I’aptitude des isolats a tolérer des pH extrémes.

- Le test a été réalisé selon la méme procédure des tests précédents, sur YEMA ajusté
avec les solutions de NaOH et HCI aux valeurs de pH suivantes : 4.5, 5.5, 6.8 (contrdle), 8 e

9.

- Les boites ont été incubées pendant trois jours a 28°C (Thami-Alami et al., 2010 ;

Ballard et al., 2003 ).
Les résultats de ce test ont été évalués de la méme fagon que le test précédent.
Le but de ce test est d’évaluer I’aptitude des isolats a tolérer des pH extrémes.

2.4.1.4. Test de tolérance au stress hydrique

Ce test consiste a étudier la croissance des isolats sous conditions de déficit hydrique, ce

dernier a été créé en utilisant le polyéthyléne glycol PEG4000 a différentes concentrations.

- Des solutions de polyéthyléne glycol PEG4000 ont été préparées a différentes
concentrations finales (p/v): 10 %, 15 %, 20 % et 25 %.

- Un ml de chaque concentration a ét¢ ensemencé par une masse cellulaire de 1’un des

isolats testés.
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- Dix pl de chaque suspension bactérienne ont été inoculé par la technique des spots sur
une boite de milieu YEMA divisée en 4 secteurs et incubé a 28°C pendant trois jours. ( Baba

arbi et al., 2015; Cheriet et al,, 2015).

2.4.1.5. Test du 3-Cétolactose

La détermination de l'activit¢é de l'enzyme 3-cétolactase permet la distinction entre

Agrobacterium et les autres rhizobiens (Murugesan et al ., 2010 ; Cheriet et al ., 2015).

-Les isolats ont été cultivés sur milieu nutritif au glucose (NGA) (Annexel) pendant 48

a 72 h (Bouzar et al., 1995).

-puis des suspensions ont été préparées avec des colonies cultivées sur NGA. Des
gouttes de 10 pl ont été placées sur de l'agar au lactose milieu (LAM) avec lactose (1 %),

extrait de levure (0,1 %), et agar (2 %). Trois isolats par plaque ont été testés.

- Apres incubation a 28 °C pendant 48 a 72 h, les plaques ont été inondées d'une fine

couche de réactif de Benedict (Annexel) (; Baba Arbi et al., 2015; Cheriet et al., 2015).

La présence de I’enzyme 3-cétolactose dans le milieu (résultat positif) est indiquée par

I’apparition d'un halo jaune autour de la croissance bactérienne apres 15 a 20 minutes.
L’absence d’un halo jaune signifie un résultat négatif.

2.4.2. Caractérisation phylogénétique

2.4.2.1. Séquencage et analyse phylogénétique des geénes de ’ARN r
16S

Le séquengage de I’ADN r 16S est devenu le critere le plus précieux dans la
classification bactérienne. Les séquences codant pour ’ARNr16S sont constituées de zones
trés conservé est departies des équences treés variables (Woese, 1987 ; Schleifer et Ludwig,

1989 ; Stackebrandt et Goebel, 1994).

L'analyse de ’ADN r 16S est reconnue comme la méthode la plus puissante et la plus
rapide pour déterminer les relations et la position phylogénétique des bactéries symbiotiques

des légumineuses.
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2.4.2.2. Extraction de I'ADN bactérien

- L’extraction de ’ADN génomique a été réalisée en utilisant le mini kit QIAAmp
(QIAGEN, Diisseldorf, Germany) selon le protocole développé par le constructeur.(Amrani et

al.,2010 ; Baba Arbi et al., 2015).

2.4.2.3. Amplification du gene codant pour PARN r 16S

- Les fragments des génes de I’ARN r 16S des isolats ont ét¢ amplifiés en utilisant des
amorces spécifiques pour rhizobia (tableau 1) (Gnat et al., 2014 ; Shamseldin et a/., 2014 ;
Baba Arbi et al., 2015 ).

Tableau 1: Les promoteurs d'amplification et de séquencage.

Amorces Séquences 5°— 3’ Référence
fD1 5" AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ Weisburg et al., 1991
rD1 5’-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’ Weisburg et al., 1991

La PCR du geéne de ’ARN 16S (ADNr 16S) a été réalisée selon le méme protocole que
celui utilisé par Romdhane et al. (2006) ; Baba Arbi et al. (2015).

- Le programme de PCR consiste & une étape initiale d’activation d’enzyme a
95°Cependant 15 min, suivi par une étape de dénaturation a 95°C pendant 15 minutes ;
30cycles de dénaturation pendant une minute a 95°C, une étape de fixation d’une minute
a55°C et ¢élongation de 1.5 minute a 72°C, suivi d’une étape finale d’élongation a

72°Cependant 7 minutes.

- les amplifiants ont été purifiés sur gel en utilisant le kit de gel d’extraction QIAquick
(Qiagen, Hilden, Germany) selon les instructions du fabricant puis séquencés en bidirection
en utilisant les amorces rD1 et fD1. Pour la souche MLOS la séquence d’un simple brin est

obtenue (Rejii et al., 2014; Baba Arbi et al., 2015 )

- Les séquences obtenues ont été soumis a la base de NCBI et une recherche de BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) est réalisée pour identifier les séquences de plus forte

similarité¢ (Rome et al., 1996; Baba Arbi et al., 2015)
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L’objectif de ce travail est I’étude la diversité des rhizobia présents dans les nodules racinaires

des 1égumineuses, spontanées et/ou cultivées des régions arides

Les rhizobia sont isolés, purifiés et une sélection des souches a fait 1’objet de

caractérisations phénotypiques et génotypiques approfondies.

Les espéces de légumineuses spontanées étudiées sont Melilotus. Pour les especes
cultivées, nous avons étudiées Medicago (luzerne) et les espéces spontanées étudiées

Melilotus.
3.1. Isolement des bactéries a partir des nodules

Tableau 2: Nombre d'isolats obtenus a partir des nodules racinaires des légumineuses dans

région déférant.

L’auteur Région d’étude Nombre d’isolat
Baba arbi et al. (2015) Algérie Touggourt 40
Thami-Alami et al. (2010) | sud du Maroc 157
Cheriet et al. (2015) Zerizer Wilaya d’El Tarf Algérie | 37
Hatimi et al. (2001) Maroc (Ia région de Souss- 6
Massa) (deux site)
Ballard et al. (2003) Sud-est de 1'Australie- 4
Meéridionale
Zribi et al. (2014) Tunisie5 (4 site) 111
El Hilali et al. (2016) Maroc (22 site) 6

A travers les articles que nous avons étudiés :

Trois cent soixante et un(361) isolats ont été étudiés et obtenus a partir des nodules

racinaires des 1égumineuses d’un quatre Région déférant.

Le travaille de Baba arbi et al. (2015), Sur 40 souches de rhizobium ont été isolées a
partir de nodules racinaires de Medicago littoralis Rhode et Melilotus indicus (L.) récolté sur

les sols sableux des oasis de Touggourt dans le Vallée de 1'Oued Righ, Sahara algérien. Et Le
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travaille de cheriet et al. (2015), isolés de 37 souches a partir des Medicago ciliaris L récolté

du site d’échantillonnage (Zerizer Wilaya d’El Tarf).

Thami-Alami et al. (2010), El Hilali et al. (2016), Hatimi et al. (2001), cent soixante-
neuf souches rhizobiennes de sinorhizobium, meliloti, et des souches ont été isolées a partir de
nodules racinaires récoltés sur six Espéces Lupinus, Echantillonnés dans des sols marginaux
arides et semi-arides dans plus de vingt-quatre sites de différentes zones géographiques

régions de Maroc.

Zribi et al. (2014), ont été isolées 111 souches de Sinorhizobium meliloti nodulant a
partir de Medicago truncatula cultivés sur des sols de 4 sites dans les sols arides tunisiens. Et
aussi Ballard et al. (2003), ont été isolées 4 souche de sinorhizobium, meliloti, naturalisées
dans 50 sols, a été évaluée .des especes du sol ont été collectées dans 42 parcours de luzerne
des régions aride et 8 plantes de luzerne (Medicago sativa L) irriguées a usage multiples dans

le sud-est de Australie-M¢éridionale.

Toutes les souches rhizobia les isolés ont été identifiées sur la base de caractéristiques

phénotypiques suivantes :
3.2. Caracteres morphologiques et culturaux des isolats de rhizobia

La caractérisation a été réalisée en déterminant la morphologie des colonies, la
morphologie cellulaire (au microscope optique), le taux de croissance dans les milieux de
croissance, et la réaction de coloration de Gram. Les isolats avaient des caractéristiques
morphologiques et culturelles typiques du genre Rhizobium a croissance rapide. (El Hilali et

al., 2016).

L’isolement des bactéries, symbiotes ou endophytes, présentes dans les nodules
racinaires de Medicago sativa L et Melilotus indicus de la région arides est réalisé sur le
milieu de culture sélectif YEMA (Somasegaran et Hoben 1985) additionné du colorant rouge

Congo (RC) (Annexe 1).

3.2.1. Caracteéres culturaux des isolats de rhizobia

Les rhizobia, présente deux types de croissance : les bactéries a croissance lente (genre
Bradyrhizobium) et les bactéries a croissance rapide (genre Rhizobium, Mesorhizobium,

Sinorhizobium,...). (Somasegaran et Hoben, 1994).
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Les travaux de Thami-Alami et al. (2010) et Baba arbi et al. (2015) ; Cheriet et al.
(2015); El Hilali et al. (2016) présent en général une croissance rapide, en obtenue au bout de
48 - 72h, Les isolats avaient des caractéristiques morphologiques et culturelles typiques du

genre Rhizobium a croissance rapide décrits par (Somasegaran et Hoben, 1994).

3.2.2. Caractéristique morphologique
3.2.2.1. Caractéristique macroscopiques

Le résultat de Baba arbi et al. (2015), présentant les caractéristiques morphologiques
des rhizobia. Elles forment sur milieu YMA gélose des colonies une surface lisse, semi-
translucide colonies circulaires et produit une quantité abondante de polysaccharide. Le
diametre des colonies variait entre 3 et 4 mm apres 3 jours d'incubation. Les colonies de deux
isolats de M. indicus étaient jaunes, lisses avec 1 & 2 mm de diamétre aprés 3 jours

d'incubation et n'a pas produit polysaccharide.

Aussi Le résultat de Cheriet et al. (2015), montre que La majorité des souches purifiées
présentaient une couleur blanchatre, transparente, légérement rose, un aspect muqueux. Ont
rapporté que des colonies blanches et crémeuses également prédominé 1 a 3 mm de diamétre.

Les colonies isolées avaient un contour régulier, et étaient plus au moins bombées.

Ansai Le résultat d'El Hilali et a/. (2016), montre que Isolats formés colonies visibles
circulaires, gommeuses et translucides ou crémeuses de 1 a 3 mm de diamétre dans les 2 a 3

jours d'incubation sur gélose YEM a 28°C.

La croissance sur YMA+RC montre que les souches présentent une différence dans leur
absorption du rouge Congo. Certaines souches absorbent peu le rouge Congo, mais la plupart
des souches de rhizobia n’ont pas la capacité d’absorber le colorant. Cependant, il existe des

exceptions a ce comportement généralisé.

Quatre-vingt-dix-sept des isolats n'ont absorbé le colorant rouge Congo. (Baba arbi et

al., 2015)

La croissance des isolats sur le milieu YMA+RC est considéré parmi les principaux
critéres phénotypiques dans la caractérisation des rhizobia (Somasegaran et Hoben, 1994 ;

Ausmees et al., 1999 ; Torche et al., 2010).
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3.2.2.2. Caractéristique microscopique

L’aspect microscopique pour vérifier la pureté et le type de Gram des cultures
bactériennes. La technique de coloration de Gram révele des coccobacilles Gram négatif. Il
est connu que les rhizobia sont des bactéries a Gram négatif (Somasegaran et Hoben, 1994 ;

Hameed et al., 2004).
3.3. Caractérisation phénotypique

3.3.1. Les tests physiologiques
3.3.1.1. Tolérance aux différentes concentrations de NaCl

Ce test est réalisé pour différencier les isolats selon la tolérance aux concentrations de

NaCl (0, 0.01, 2.5, 3.5, 4.5 et 6 % de NaCl).

Selon Graham et Parker (1994) ; Ballard et al. (2003) ; Thami-Alami et al. (2010) ;
Baba Arbi et al. (2015); Cheriet et al. (2015) les rhizobia a croissance rapide possedent la

capacité de tolérer des concentrations en NaCl qui dépassent les 2%.

Le niveau de la tolérance a la salinité dépend du milieu écologique des souches (Hatimi

etal., 2001).

Pour les tests de salinité, les résultats de Thami-Alami et a/. (2010) ont montré que les
rhizobia a croissance rapide ; sont plus tolérantes a la salinité que celles a croissance lente,
indiquant que les rhizobiums nodulants de la luzerne sont plus tolérants que les autres especes

de rhizobiums

3.3.1.2. La tolérance a la température

La température optimale de croissance de la plus part des rhizobia est comprise entre 28
et 31° C et de nombreuses rhizobia sont incapables de croitre a 38° C (Somasegaran et

Hoben, 1994).

Selon Thami-Alami et a/l. (2010) ; Baba Arbi et al. (2015); Cheriet et al. (2015), les

souches de rhizobia sont bien développées a 40 et 44° C respectivement.

Les résultats de Baba Arbi et al. (2015), ont montré que 98 % des isolats sont capables
de se développer a une température de 45°C, ces souches sont isolées de plantes autochtones

d’une région aride avec une moyenne des températures maximales de 45°C.
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Aussi les résultats de Thami-Alami et al. (2010) on montré que 87,26 % des isolats se
sont bien développés a une température de 36 °C, Cependant, 57,96 % des isolats se sont
développés a 40°C et ces isolats hautement tolérants ont été échantillonnés a partir de régions

aride du sud marocain.

Comme toutes les bactéries du sol les rhizobia sont des organismes qui peuvent étre
inhibés par I'¢lévation ou la diminution de la température d'incubation (Jordan, 1984). Robert,
(1976) a estimé que les rhizobia a croissance lente étaient beaucoup plus tolérant aux

températures élevées que les rhizobia a croissance rapide.

Une adaptation a des températures élevées des souches de rhizobia pourrait étre
observée et serait liée au climat d'origine (étage bioclimatique d'origine) (Thami-Alami et al.,

2010).

Les souches qui résistent a températures treés élevées n’ont pas une bonne capacité pour
la fixation de 1’azote atmosphérique, cette thermorésistante est probablement liée a la capacité

des bactéries a survivre dans des périodes chaudes (Rizénen, 2002).

3.3.1.3. Test de tolérance aux différents pH

En ce qui concerne la tolérance a l'acidité et a l'alcalinité, les isolats de Melilotus indicus
et Medicago sativa L. ne montrent pas un comportement particulier. Comme pour les autres
rhizobia leur croissance est fortement inhibée en milieu acide (pH 5) et dans une moindre
mesure en milieu alcalin (pH 9) (Somasegaran et Hoben, 1994 ; Ballard et al., 2003 ; Baba
Arbi et al., 2015)

Les résultats de Thami-Alami et al. (2010) de I’effet du pH révelent la croissance des
souches de Medicago sativa L a des valeurs comprises entre pH 9 et pH 9.5 avec un optimum
de croissance entre pH 3.5, elle confirme que les rhizobiums de la luzerne sont sensibles aux

acides.

Selon Somasegaran et Hoben (1994), la croissance optimale de rhizobia est entre le pH

6et7.

Baba Arbi et al., (2015) rapportent que les rhizobia isolées a partir des Iégumineuses

Melilotus indicus peuvent tolérent des pH allant de 4.5 jusqu’ 2 9.
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Aussi les résultats d'El Hilali et al. (2016) montrent que les rhizobia a croissance rapide,

et des réponses variables sous conditions acides. 80% de la tolérance a été obtenu a pH 4,0.
34 % des isolats pourraient méme pousser a pH 3,0 sont capable de croitre a un pH 4.
Les souches a croissance rapide tolérent mieux I'acidité (Hatimi et al., 2001).

3.3.1.4. Test 3-cétolactose

L'activité enzymatique du 3-cétolactose distingue les especes d'Agrobacterium des
autres souches rhizobiennes. Agrobacterium est commun dans le sol et dans les plantes de
rhizosphére, mais elle a été décrite a l'intérieur des nodules racinaire. L’Agrobacterium
produit un anneau jaune de précipité de CuO2 autour des colonies de la bactérie lorsque les

plaques sont inondées de Benedict réactif (Cheriet et al., 2015).

La 3-cétolactose hydrolase est une enzyme produite par les souches d’Agrobacterium
(biovar 1) durant leur croissance sur le lactose (Janssens et al., 1983). La recherche de cette
enzyme est un test spécifique pour la distinction entre les Agrobacterium et les autres
rhizobia. Ce test est utile pour une présélection des souches d’Agrobacterium (Murugesan et

al., 2010).

L'activité enzymatique 3-cétolactose distingueles especes d'Agrobacterium et autres
souches rhizobiennes., Solen Baba Arbi et a/.(2015) et Cheriet et a/.(2015) les isolats étudiés
de Melilotus et Medicago ne produisent pas le 3-cétoglucosidase montrant ainsi un résultat
négatif avec le test du 3-cétolactose et confirme ainsi que ces souches n’appartiennent pas au

genre Agrobacterium.

3.3.1.5. La tolérance au stress hydrique

Les résultats de Baba Arbi et al. (2015) et Cheriet et al. (2015),la tolérance au stress
hydrique ou osmotolérance est estimée pour des isolats de Melilotus et Medicago sur milieu

YEMA additionné de polyéthyléne glycol 4000 (PEG 4000) a différentes concentrations.

En effet, il a été rapporté que les souches de Rhizobium leguminosarum (nodulant
Melilotus et Medicago) varient dans leurs résistances au stress. Cette fluctuation est un
avantage pour une souche pour survivre dans un environnement pédologique extréme. De
plus, les souches tolérantes dans différents sols stressés peuvent améliorer la production et

l'adaptation des légumineuses cultivées dans différentes zones.
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3.4. Caractérisation phylogénétique des isolats : Séquencage et analyse

phylogénétique du géne de PARN r 16S

L'analyse des séquences d'ADN r 16S est largement utilisée pour définir la position
taxonomique et retracer l'histoire évolutive de bactéries nodulaires (Shamseldin et al., 2013;

Gnat et al., 2014).

Dans le but de déterminer la position taxonomique des isolats symbiotes de Medicago
littoralis et Melilotus indicus par rapport aux autres rhizobia, les genes de I’ARN ribosomal
16S (environ 1400 pb de taille) ont ét¢ amplifiés en utilisant des amorces spécifiques fD1 et

rD1, et les amplicons obtenus sont séquences.

La recherche par le BLAST est une méthode utilisée en bio-informatique, elle permet de

réaliser une comparaison entre les séquences des nucléotides des génes de ’ARN r 16S.

Ce programme utilisé par baba arbi et al. (2015) permet de retrouver rapidement dans
les bases de données (NCBI), les séquences ayant des similitudes avec les séquences de votre

souche.

La recherche préliminaire BLAST en utilisant la base de NCBI a montré une grande
similarité entre les génes d’ARN r 16S de vos souches et ceux des souches d’Ensifer meliloti

avec 99 % d’identité (tableau 2). (Baba arbi et al., 2015) .
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Tableau 3: Analyse des résultats du séquencage partial des genes d'ARN r 16S des six isolats
( Baba arbi et al ., 2015).

Souches BLAST Identité Codes BLAST Identité Codes
(dans n.r. (%) d’acces (dans (%) d’acces
data base (Genbank) 16SrRNA (Genbank)

database)
MLO08 Ensifer sp. 99 DQ394805.2
LILM4H41
ML17 Ensifer sp. 99 DQ394805.2
LILM4H41
ML22 Ensifer sp. 99 DQ394805.2 Ensifer 99 NR _074279.1
LILM4H41 meliloti

1021

MDO05 Ensifer sp. 99 AB773226.1
XJ22DR2
MDO09 Ensifer 99 JF730142.1
meliloti
W44
MD12 Ensifer sp. 99 DQ394805.2
LILM4H41

Les résultats du tableau 2 indiquent que les quatre souches (ML08, ML17, ML22 et
MD12) sont identiques a 99 % a la souche Ensifer sp. LILMH41 (Mnastri et al., 2007). 1l est a
noter que cette derniere a été isolée des nodules de Phaseolus vulgaris cultivées dans les

oasis de Rjim Maatoug en Tunisie.

D’apres I’analyse phylogénétique des séquences de I’ADN ribosomal 16S, remarquer
que les souches isolé a partir de Medicago littoralis Rhode et Melilotus indicus (L.) sont
classées pres des souches d’ Ensifer isolées a partir des régions arides (Baba arbi et al., 2015) ,
Ensifer numidicus ORS 1407 et Ensifer garamanticus ORS 1400 ont été isolées du sol des
régions arides du sud tunisien (Zakhia et al., 2004 ; Merabet et al., 2010).

Selon Merabet et al. (2010), les espéces voisines d’Ensifer numidicus sont Ensifer
medicae et Ensifer meliloti. 1ls rapportent que 1’Ensifer numidicus se distingue d’Ensifer
medicae par I’aptitude d’assimilation de différents substrats carbonés dont cette dernicre
utilise seulement 13 substrats, alors que Rome et al., (1996) a rapporté qu’Ensifer medicae

assimile 25 substrats sur 49.

Selon Rome et al. (1996); Yan et al. (2000); Zahran (2001); Zribi et al. (2014); Badri et
al. (2007) ; Thami-Alami et al. (2010) ; Rejii et al. (2014) 11 semble que la majorité¢ des

légumineuses sauvages sont nodulées par des souches appartenant a Ensifer et Rhizobium. Les
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légumineuses sauvages en particulier Medicago et Melilotus, montrent une grande variation

de nodulation et de capacité de fixation 'azote par rapport a I'emplacement (Zahran 2001)

Cette ¢tude fournit la base pour de nouvelles recherches sur la phylogénie de souches
rhizobiennes nodulant des légumineuses sauvages dans les régions aride de 1'Algérie et nous
suggérons que ces souches pourraient étre utilisées comme inoculants pour améliorer la
croissance des plantes et la fixation de l'azote dans terres arides. Ces souches peuvent
représenter de nouvelles génoespéces qui ont besoin d'une caractérisation plus poussée

pour évaluer leur statut taxonomique. (Baba arbi et al., 2015).
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Dans cette étude nous avons essayées d'identifier des bactéries isolées a partir des
nodules de l'espece Melilotus indicus et Medicago sativa (L) les caractérisées selon les
critéres morphologiques (aspect des colonies, absorption de rouge Congo, aspect des cellules
bactériens sous le microscope...). Ainsi la réalisation d'analyse des séquences de I’ADN
ribosomal 16S qui est une technique largement utilisée pour définir la position taxonomique

et tracer 1'historique de I’évolution des rhizobia

Cette recherche a permis la caractérisation phénotypique et phylogénétique des différents

isolats de Melilotus et Medicago en différents région.

Nous sommes procédés a un isolement et une caractérisation des souches prévenant des
nodules de Medicago et Melilotus . Selon les techniques usuelles propres aux rhizobia décrites

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

L’aspect morphologique des isolats sur le milieu de culture YMA montre qu’ils ont une
croissance rapide avec un aspect visqueux, la croissance sur YMA+ rouge Congo montre que

les isolats présentent une différence dans I’absorption du rouge Congo.

L’examen microscopique des cellules bactériennes des isolats donne des bactéries de

forme cocobacille Gram négatif.

Certains isolats étaient tolérants a I’acidité, 1’alcalinité, la salinité et les températures
extrémes. Plusieurs travaux ont montré l'importance d'étudier la capacité des isolats a tolérer aux

contraintes environnementales.

Dans notre étude, vu que les souches ont été¢ isolées a partir de deux espéces de
légumineuses différentes (Melilotus indicus et Medicago sativa L), nous pouvons conclure
que les rhizobia a croissance rapide "Ensifer" sont présentes dans les sols oasiens de la région
aride et leurs caracteres présentés sont d’une grande importance pratique pour la production

des inoculum.
Enfin, comme perspective de notre recherche, il serait souhaitable :

Etudier les caractéres symbiotiques des souches.
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Conclusion

La précision de la position taxonomique des symbiotes par le séquencage complet du géne de

I’ARN r 16S des bactéries isolées a partir de Medicago et Melilotus
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Annexe

Annexes 1 : Composition des milieux de culture.

Composition du milieu : Yeast-mannitol-agar (YMA) (Vincent, 1970)

Mannitol..........oooiiiii e 100 g
KoHPOy oo 05¢g
MgSO4. THO. oo, 02¢g
NaCl 0.1g
Extraitde levure............coooiiiiiiiiiiiee 05¢g
Lleau distillé........ooooiiiiii i 1000ml
PH 6.8

Autoclave 120°C pendant 20 minutes.

Composition du milieu : Yeast-mannitol-broth (YMB) (Vincent, 1970)

Mannitol........ooviiiiii 10g
Extrait de [evure. .......cccoocvevieiiieniecieeeeceeee e, 0,35¢g
KoHPO .ot 0,5g
MgSOy, THoO .o 0,2¢g

NaCloooooiii e, 0,1 g

Ajuster le pH a 6,8

Stériliser a 120°C pendant 20min.

Composition de la solution du Rouge Congo (RC) (Somasegaran et Hoben, 1995).
Rouge Congo......ccovvniiiiiiiiiiiiiiiii i 0,25¢g
-Eaudistillée.........oooooiiii 100 ml

Composition du milieu Glucose nutritif Agar (GNA)

Extraitde levure.............ooooiiiiiiiiiiiiii 3g
GIUCOSE. ..t 2,5¢g
Peptone......oovivii S5¢g



Annexe

Eau distillée. ....oovviriii e, 1L
pH7

Composition du milieu gélose au lactose

Lactose. .o ueeee e, 10g
Extraitde levure.............ooooiiiiiiiiiiiiii lg
A AT . I5¢g
Eaudistillée. ... 1L
pH7

Composition du réactif de Benedict

Citrate de sodium............coooiiiiiiiiiiii e 173 g
Carbonate de sodium anhydre............................... 10g
CuSO45H20. . i, 1,73 g
Eau distillée...........cooiiiiiiii 100 ml
Annexe 2:

Coloration de Gram (Camille, 2006).

- Préparer un frotti bactérien.

- Recouvrir le frotti par le violet de gentiane et laisser agir 1 minute.
- Ajouter la solution de Lugol et laisser agir 30 secondes.

- Rincer a I’eau.

- Recouvrir avec 1’alcool pour la décoloration.

- Rincer a I’eau.

- Recolorer avec la Fuschine et laisser agir 1 minute.

- Rincer a I’eau.

- Sécher le frotti par un papier absorbant.

- Déposer une goutte d’huile d’immersion et observer au microscope
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Annexe 3 : les articles utilisent.

Amrani, S., Noureddine, N. E., Bhatnagar, T., Argandona, M., Nieto, J. J., & Vargas, C.
(2010). Phenotypic and genotypic characterization of rhizobia associated with Acacia saligna
(Labill.) Wendl. in nurseries from Algeria. Systematic and applied microbiology , 33 (1), 44-
51.

BabaArbi S, Chekireb D, QuatriniP,Catania V, Cheriet D, Ouartsi A. (2015). Phenotypic
and genotypic characterization of root nodules rhizobia of Medicago littoralis Rhode

andgrowing in the Oasis of Touggourt, Oued Righ Valley, in the Algerian Sahara. Symbiosis
(66), 75-87.

Ballard, R. A., Shepherd, B. R., Charman, N. (2003). Nodulation and growth of pasture
legumes with naturalised soil rhizobia. 3. Lucerne (Medicago sativa L.). ustralian Journal of

Experimental Agriculture , 43 (2), 135-140.

Cheriet D., Ouartsi A., Chekireb D., Baba Arbi S. (2015). Phenotypic and
symbioticcharacterisation of rhizobia isolated from Medicago ciliaris L. from Algeria.

Biology and Environment : Proceedings of the Royal Irish Academy , 115 (1), 29-43.

Djedidi S, Yokoyama T, Ohkama-Ohtsu N, Chandra-Prasad-Risal C, Abdelly C. (2011).
Stress Tolerance and Symbiotic and Phylogenic Features of Root Nodule Bacteria Associated
with Medicago Secies in Different Bioclimatic Regions of Tunisia. Microbes and

environments , 26 (1), 36—45.

El Hilali 1., El Jamali J., Alami I. T., & Maltouf A. F. (2016). Characterisation and
Biodiversity of a Fast-Growing Rhizobacterial Population Nodulating Lupine in Morocco.

International Journal of New Technology and Research , 2 (12),27-37.

Gnat, S., Waojcik, M., Wdowiak-Wraébel, S., Kalita, M., Ptaszynska, A., & Malek, W.
(2014). Phenotypic characterization of Astragalus glycyphyllos symbionts and their
phylogeny based on the 16S rDNA sequences and RFLP of 16S rRNA gene. Antonie Van
Leeuwenhoek , 105 (6), 1033-1048.

Hatimi, A., Bani-Aameur, F., & Oihabi, A. (2001). Caractérisation de souches de
Rhizobiums autochtones des dunes: effet sur la croissance et la nutrition azotée d'Acacia

cyanophylla Lindl. Acta botanica gallica, 148 (3), 191-199.



Annexe

Loubna B., Majida La., Khalid D., Zain el Abidine F., Ricardo G .C., Michael G.,
KhalidO. (2017). Phenotypic and genetic diversity of Moroccan rhizobia isolated from Vicia
faba and study of genes that are likely to bein volve dintheir osmotolerance. 47 (1), 2-3.

Maatallah J, Berraho E B, Muifioz S, Sanjuan J, Lluch C. (2002). Phenotypic and
molecularCharacterization of chickpea rhizobia isolated from different areas of Morocco.

Journal of applied microbiology , 93 (4), 531-540.

Merabet C, Bekki A, Benrabah N, Baba-Hamed Bey M, Bouchentouf L, Ameziane H,
Rezki M. A, Domergue O, Cleyet-Marel J. C, Avarre J. C, Béna G, Bailly X.and de
Lajudie P. (2006). Distribution of Medicago Species and Their Microsymbionts in a Saline
Region of Algeria, Arid Land. Research and Management , 20 (3), 219-231.

Murugesan S, Manoharan C, Vijayakumar R, Panneerselvam A. (2010). Isolation and
Characterization of Agrobacterium rhizogenes from the Root Nodules of Some Leguminous

Plants. Int J Microbiol Res , 1 (3), 92-96.

Ouslim S., M. C. (2019). Phenotypic and Symbiotic Diversity, Of Nodulating Rhizobia
Associated With Bean (Vicia Faba) In West Algeria. Inter J Technol Enhance Emerg Engen
Res, 3(9),2347-4289.

Rejii, M., Mahdhi, M., Dominguez-Nuiiez, J. A., & Mars, M. (2014). The phenotypic,
phylogenetic and symbiotic characterization of rhizobia nodulating Lotus sp. in Tunisian arid

soils. Annals of microbiology , 64 (1), 355-362.

Rejili M, Ferchichi A, Mahdhi M, Mars M. (2007). Natural Nodulation of Some Wild
Legumes in the. Agricultural Journal , 2 (3), 405-411.

Rome, S., Fernandez, M. P., Brunel, B., Normand, P., & Cleyet-Marel, J. C. (1996).
Sinorhizobium medicae sp. nov., isolated from annual Medicago spp. International Journal of

Systematic and Evolutionary Microbiology , 46 (4), 972-980.

Shamseldin, A., Moawad, H., Abd El-Rahim, W. M., & Sadowsky, M. J. (2014). Near-full
length sequencing of 16S rDNA and RFLP indicates that Rhizobium etli is the dominant

species nodulating Egyptian winter Berseem clover (Trifolium alexandrinum L.). Systematic

and applied microbiology , 37 (2), 121-128.

Somasegaran, P., & Hoben, H. J. (1994). Quantifying the growth of rhizobia. In Handbook
for rhizobia , pp. 47-57.



Annexe

Thami-Alami I, Elboutahiri N, Udupa SM. (2010). Variability in natural populations of
Sinorhizobium meliloti in Morocco. he contributions of grasslands to the conservation of

Mediterranean biodiversity. Zaragoza, CIHEAM/CIBIO/FAO/SEEP , 92, 265-269.

Torche A., Benhizia Y., Benguedouar A., Gharzouli R., Benhizia H., Khelifi D., &
Squartini A. (2010). Caractérisation des bactéries isolées a partir des nodules des espéces de
légumineuses du genre Hedysarum: H. pallidum Desf., H. spinosissimum subsp.capitatum, H.

carnosum Desf. et H. naudinianum Coss. Sciences & Technologie (32), 43-50.

Zahran, H. (2001). Rhizobia from Wild Legumes: Diversity, Taxonomy, Ecology, Nitrogen
Fixation and Biotechnology. Journal of Biotechnology , 91 (2-3), 143-153.

Zakhia F, Jeder H, Domergue O, Willems A, Cleyet-Marel J C, Gillis M, Dreyfus B, de
Lajudie P. (2004). Characterisation of Wild Legume Nodulating Bacteria (LNB) in the Infra-
arid Zone of Tunisia. Syst Appl Microbiol , 27, 380-395.

Zakhia, F., & de Lajudie, P. (2001). Taxonomy of rhizobia. Agronomie , 21 (6-7), 569-576.



4 - )

Melilotus 3wy 3l 4 géall U @l 283N by 0l A1) ol g (5 sedaall g siill Al jo Cargy Jaall 2 2d5 5
Gl ¢ Aasla) dead ¢ YL 03] AEE 5 dua 5l 5 ) gall Gaileaddly Al jall Bl s « Medicago de 5,340 5
Y 3l o Aul el @ jelal AEN (ailiadll SNy Ciliall ¢ g Sl 5 aeadl g gl eV ¢ dadi ) 550 )
o ) psageall 2,518 e dlle 38 Sy ¢ Asie A0 45 ) daal 31 a Gilad g e g3 S sal
¢y aag Bl OV Gall (8 S a sdsand ¢ i Ciua g Al all o3a caldl 725 ) Jiai PEG I 38 55 (73
Gshlal ) Y s slail ARN 116 S cuad) Judacll e ol 5 jliae <V 1)) dilacl) ekl

.(Sinorhizobium)

\ sl laaill ¢ 5 allll laill <Medicago «Melilotus « Rhizobia ¢ JiSi) :4uuluy) &i'\-ﬁm‘j

Résumé

Ce travail a été réalisé dans le but d’étudier la diversité phénotypiques et génotypique des
rhizobia symbiotiques des légumineuses spontanées étudiés Melilotus et cultivées Medicago
L’¢étude porte sur les caractéres morphologiques et culturaux de ces souches ; tolérance a la
salinité, températures élevées, pH acides et alcalines, la sécheresse ainsi que des
caractéristiques culturels. L'étude montre que les isolats sont des rhizobia a croissance rapide a
des températures jusqu’a 45°C, des fortes concentrations de Na Cl (plus de 3 %) et des
concentrations de PEG jusqu’a 25 %. Cette étude a permis de décrire une grande diversité
physiologique chez les isolats testés. Cependant, tous 1’analyse phylogénétique des souches
sélectionnées basée sur le s€quengage des genes de I’ARN r 16S a montré I’affiliation de ces

souches a Ensifer (Sinorhizobium) meliloti.

Mots clés: Symbiose, Rhizobia, Melilotus, Medicago, phénotype, génotype.

Summary

This work was carried out with the aim of studying the phenotypic and genotypic diversity
of the symbiotic rhizobia of the spontaneous legumes studied Melilotus and cultivated Medicago,
The study concerns the morphological and cultural characteristics of these strains ; tolerance to
salinity, high temperatures, acidic and alkaline pH, drought as well as cultural characteristics.
The study shows that the isolates are fast growing rhizobia with temperatures up to 45 ° C, high
concentrations of NaCl (over 3%) and PEG concentrations up to 25%. This study made it
possible to describe a great physiological diversity in the isolates tested. However, phylogenetic
analysis of selected strains based on 16S rRNA gene sequencing showed the affiliation of these

strains to Ensifer (Sinorhizobium) meliloti.
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