
République Algérienne Démocratique et Populaire

Ministère de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou

Faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques

Département de Microbiologie

THESE

En vue de l’Obtention du Diplôme de Doctorat Es-Sciences
Option : Microbiologie

Thème

Etude taxonomique et diversité des bactéries nodulant

Spartium junceum (L.) de la région de Béjaïa

Présentée par :

Mr RAMDANI Nacer

Devant le jury composé de :

Mme SMAIL-SAADOUN Noria Professeur UMM-Tizi-Ouzou Présidente

Mr BENALLAOUA Said Professeur UAM-Béjaia Directeur

Mr OUELHADJ Akli Professeur UMM-Tizi-Ouzou Examinatrice

Mr ABDERRAHMANI Ahmed Professeur USTHB-Alger Examinateur

Mr HOUALI Karim Professeur UMM-Tizi-Ouzou Examinateur

Mr BENCHABANE Messaoud Professeur USD-Blida 1 Examinateur

Année universitaire 2020/2021



iv

RÉSUMÉ

Vingt-trois souches bactériennes ont été isolées à partir de nodules racinaires de Spartium

junceum (L.), poussant à l'état sauvage dans quatre sites géographiques différents de la région de

Béjaia (Nord-est d'Algérie). Pour clarifier leur position taxonomique et phylogénétique, les

souches ont été analysées par une approche polyphasique combinant une caractérisation

symbiotique (nodulation, efficacité), des techniques phénotypiques (morphologie, biochimie et

physiologie, appuyée par une taxonomie numérique) et des techniques génotypiques (PCR/RFLP

de l'ADNr 16S, séquençage du gène codant pour l'ARNr 16S, de deux gènes de ménage codant

pour les protéines glnII et recA et d’un gène symbiotique, nodC).

Les tests d'infection des plantes ont révélé que toutes les souches étaient capables de

former des nodules sur leur plante hôte d'origine, mais avec une capacité de nodulation et une

efficacité symbiotique variables. Toutes les souches sont des rhizobia à croissance lente

produisant des alcalis dans le milieu YEMA. Selon les résultats des tests phénotypiques, les

souches ont été groupées en quatre principaux clusters dans un dendrogramme UPGMA, alors

qu'elles ont été discriminées en 12 génotypes distincts par comparaison de leur profil PCR/RFLP

de l'ADNr 16S.

Les analyses phylogénétiques du gène codant l'ARNr 16S et de deux gènes de ménage

concaténés, glnII et recA, ont réparti les souches représentatives en deux clades majeurs au sein

du genre Bradyrhizobium. Certaines de ces souches sont étroitement apparentées à B. retamae et

B. japonicum, tandis que d'autres pourraient former de nouvelles espèces génomiques. Sur la base

de l'analyse de la séquence du gène symbiotique (nodC), la majorité des souches a été placée dans

le cluster symbiovar retamae à l'exception de la souche SjBA12 qui pourrait constituer un

nouveau symbiovar au sein du genre Bradyrhizobium.

Mots clés : Spartium junceum (L.), Bradyrhizobium sp., Caractérisation Symbiotique et

Phénotypique, PCR/RFLP, Phylogénie (ADNr 16S, glnII, recA, nodC).
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ABSTRACT

Twenty-three bacterial strains were isolated from root nodules of Spartium junceum (L.),

growing wild in four distinct geographic locations in Bejaia region (Northeastern Algeria). To

clarify their taxonomic and phylogenetic position, the strains were analyzed using a polyphasic

approach combining symbiotic characterization (nodulation, effectiveness), phenotypic techniques

(morphology, biochemistry and physiology, supported by numerical taxonomy) and genotypic

techniques (PCR/RFLP of 16S rDNA, sequencing of the 16S rRNA gene, two housekeeping genes,

glnII and recA, and a symbiotic nodC gene).

Plant infection tests revealed that all strains were able to form nodules on their original

host plant, but with variable nodulation ability and symbiotic effectiveness. All strains were slow-

growing, alkali-producing rhizobia in YEMA medium. According to phenotypic test results, the

strains were grouped in four main clusters in a UPGMA dendrogram, while they were

discriminated into 12 distinct genotypes by comparison of their 16S rDNA PCR/RFLP profile.

Phylogenetic analyses of 16S rRNA genes and two concatenated housekeeping genes,

glnII and recA, distributed the representative strains into two major clades within Bradyrhizobium

genus. Some of these strains were closely related to B. retamae and B. japonicum whereas others

could be form new genospecies. Based on analysis of the symbiotic gene sequence (nodC), the

majority of strains were placed in the symbiovar retamae cluster except for SjBA12 strain which

possibly constitutes a new symbiovar within the genus Bradyrhizobium.

Keywords: Spartium junceum (L.), Bradyrhizobium sp., Symbiotic and. Phenotypic

Characterization, PCR/RFLP, Phylogeny (16S rDNA, glnII, recA, nodC).
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Face à l’ampleur et à l’étendue de la dégradation des écosystèmes naturels dont les

manifestations sont l’accroissement des terres marginales et l’érosion des sols, des stratégies

de lutte contre la désertification sont expérimentées dans des pays particulièrement affectés

par ce phénomène, en vue de récupérer à plus grande échelle les terres fortement dégradées.

Parmi les stratégies susceptibles de contribuer au succès de la préservation des sols, des

ressources naturelles dans toute leur diversité et des écosystèmes, une des plus prometteuses

est certainement celle qui consiste à revégétaliser les sites dégradés par des plantes dites

pionnières ou cicatricielles, surtout les espèces natives et endémiques de la zone impactée

(Jaffré et Pelletier, 1992 ; Henry et al., 2017).

Les espèces de plantes pionnières encore mal exploitées, les légumineuses spontanées

occupent une place importante tant au niveau économique qu'au niveau écologique. Au-delà

de cet aspect agronomique et économique, certaines espèces de légumineuses non cultivées et

arbustives sont aussi d’un grand intérêt dans les écosystèmes naturels vu qu’elles sont

responsables pour une partie substantielle de la conversion de l’azote atmosphérique en une

forme assimilable par les autres organismes vivants.

Deux caractéristiques principales rendent les arbustes de légumineuses préférables aux arbres

ou aux espèces herbacées pour la restauration des sols pauvres et la végétation des zones

dégradées des régions méditerranéennes arides et semi-arides. Tout d’abord, ces arbustes sont

adaptés au stress hydrique grâce à leurs systèmes racinaires étendus, leur fermeture des

stomates, leur résistance aux feux de forêt et leurs feuilles sclérophylles (Valladares et al.,

2008 ; Moreia et al., 2011). D’autre part, ces plantes, comme la plupart des légumineuses,

établissent une symbiose avec les bactéries fixatrices d’azote connues sous le nom de

rhizobiums (ou rhizobia), fournissant ainsi une entrée nette d’azote sous forme organique dans

INTRODUCTION GÉNÉRALE
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les écosystèmes. Cette dernière propriété permet à la plante non seulement subvenir en partie

à son propre besoin en azote, mais aussi améliorer la qualité des sols tout en évitant leur

érosion, faciliter l’implantation et le développement d’autres espèces végétales et promouvoir

par la suite une dynamique d’établissement d’un écosystème plus stable et équilibré (Requena

et al., 2001 ; Rodríguez-Echeverría et Pérez-Fernandez, 2003 ; van Der Heijden et al. 2006,

Cardinale et al., 2010 ; Ahnia et al., 2014).

Malgré qu’elle soit exposée à l’accélération de l’aridité des sols à cause de la dureté du climat,

l’Algérie abrite une grande diversité biologique, permettant la coexistence de nombreuses

espèces végétales, souvent adaptées à des conditions abiotiques extrêmes ainsi qu’à de fortes

pressions biotiques. Parmi les espèces de plantes pionnières encore très peu explorées au plan

de la diversité microbienne, Spartium junceum (L.) communément appelée Genêt d’Espagne,

fait partie des légumineuses arbustive fixateurs d’azote. Cette plante est largement distribuée

dans le pourtour méditerranéen et elle développe des adaptations morphologiques sur des sols

pauvres et dégradés, qui par son puissant réseau racinaire peut empêcher l’érosion en

immobilisant le sol. Cette légumineuse présente des nodules sur les racines ; ces nodules sont

induits par des bactéries du sol appelées communément rhizobia, capables de transformer

l’azote de l’air (N2) en azote ammoniacal (NH4) assimilable par la plante-hôte. En

contrepartie, la plante fournit les éléments nutritifs nécessaires au développement de ces

bactéries.

La capacité de S. junceum (L.) à fixer l’azote de l’air pourrait être un avantage adaptatif dans

les écosystèmes où les sols sont pauvres en azote. Pour cela, il est fortement recommandé de

rechercher les couples « légumineuse-rhizobia » les plus adaptés pour les introduire dans des

sites pauvres en vue de les réhabiliter. Toutefois, l'étude de la diversité biologique des

bactéries nodulant cette légumineuse demeure une nécessité pour toute sélection de couples
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symbiotiques performants et plus adaptés aux conditions extrêmes du milieu précédant toute

nouvelle introduction.

À notre connaissance, très peu de travaux ont été réalisés sur la symbiose rhizobia-S. junceum

(L.) surtout dans les pays sud de la Méditerranée. La présente étude a pour objectif principal

le renforcement des connaissances sur la diversité des bactéries nodulant la légumineuse, S.

junceum (L.), ainsi que l’évaluation de l’efficacité symbiotique parmi les bactéries capables

de noduler leur plante-hôte.

Pour atteindre cet objectif, nous avons constitué une collection de bactéries à partir de nodules

de S. junceum (L.), poussant dans différents sites de la région de Béjaïa. Ces bactéries ont été

caractérisées par une approche polyphasique combinant une caractérisation symbiotique,

phénotypique et génotypique. Dans une première étape, les bactéries ont été caractérisées

d’un point de vue phénotypique par une série de tests morphologiques, biochimiques et

physiologiques. Cette caractérisation est ensuite appuyée par une taxonomie numérique, basée

sur la classification ascendante hiérarchique (CAH), afin de bien distinguer le regroupement

de nos souches. Dans une deuxième étape, les souches ont d’abord été caractérisées par

PCR/RFLP du gène codant pour l’ARNr 16S. Les souches représentatives des génotypes

obtenus par PCR/RFLP ont ensuite fait l’objet d’une caractérisation phylogénétique, en

utilisant une approche mulitilocus (MLSA) basée sur l’étude des marqueurs de la diversité i.e.

le gène codant pour l’ADNr 16S, de deux gènes de ménage (glnII et recA) et d’un gène de la

symbiose (nodC).
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1. FIXATION BIOLOGIQUE DE L’AZOTE

Après l’eau, l’azote (N) est un élément essentiel pour toutes formes de vie. Il entre dans la

composition de nombreuses substances essentielles impliquées dans l’activité et le

fonctionnement des organismes vivants, comme les protéines, les enzymes, les acides

nucléiques, la chlorophylle, l’ATP, les vitamines. En effet, par son action prépondérante dans

le métabolisme cellulaire, il se comporte souvent comme facteur limitant essentiel pour la

croissance des plantes dans de nombreux écosystèmes naturels et cultivés (Burén et

Rubio, 2018). Cet élément est très abondant dans l’atmosphère terrestre qui contient en

volume 79% d’azote sous forme gazeuse ou moléculaire (N2), ce qui représente 4.1015

millions de tonnes (Havelka et al., 1982 ; Houlton et al., 2018). La plupart des végétaux, bien

qu’autotrophes pour le carbone, n’ont pas accès à cette réserve d’azote pratiquement

inépuisable, car il est chimiquement inerte et stable grâce à une triple liaison covalente liant

les deux atomes d’azote (Cleland et Harpole, 2010). En plus, l’azote organique qui parvient au

sol par l’intermédiaire de la matière organique, d’origine animale ou végétale, doit subir une

minéralisation jusqu’à sa forme nitr²ique ou ammoniacale pour être assimilé par la plante. En

conditions naturelles, la nutrition azotée des plantes dépend donc entièrement de l’activité des

micro-organismes, qu’il s’agisse de la fixation biologique ou de la dégradation de la matière

organique (Stougaard, 2000).

La fixation biologique de l'azote (FBA) ou diazotrophie, est un processus de conversion

du diazote atmosphérique (N2) en azote ammoniacal (NH3), forme azotée utilisable dans la

synthèse de composés bio-organiques par tout système vivant sur terre (Cheng, 2008). Elle est

l’œuvre exclusive d’un nombre restreint de micro-organismes procaryotes (bactéries,

cyanobactéries et archées), appelés fixateurs d’azote ou diazotrophes. Ces micro-organismes

Chapitre I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
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fixent l'azote à l'aide d'un complexe enzymatique très conservé lors de l'évolution : la

nitrogénase (N2ase) qui catalyse la réaction suivante :

N2 + 8H+ + 8e- + 16 Mg-ATP 2NH3 + H2 + 16 Mg-ADP + 16 Pi.

Cette réaction est irréversible, s’accompagne d’un dégagement de H2 et requiert beaucoup

d'énergie sous forme d’ATP, compte tenue de l’énergie de liaison liant les atomes d’azote

(Igarashi et Seefeldt, 2003 ; Seefeldt et al., 2004 ; Rees et al., 2005 ; Oldroyd et al., 2014).

L'azote atmosphérique peut être réduit par des fixateurs libres comme Azotobacter,

Azospirillum, Clostridium, Klebsiella, Pseudomonas, Rhodospirillum, ou par des fixateurs

symbiotiques. Parmi les symbioses fixatrices d’azote les plus connues on peut citer :

 Les symbioses Frankia- plantes actinorhziennes où, les bactéries actinomycètes du

genre Frankia infectent les racines de plantes appartenant à 25 genres et regroupées dans huit

familles d’angiospermes (Betulaceae, Casuarinaceae, Coriariaceae, Datiscaceae,

Elaeagnaceae, Myricaceae, Rhamnacaceae et Rosaceae) (Pawlowski et Demchenko, 2012).

Ces plantes forment des nodules au niveau des racines et dans lesquels, des filaments

bactériens se développent à l'intérieur des cellules. Celles-ci se différencient en vésicules,

sièges de la fixation de l'azote (Benson et Silvester, 1993 ; Chaia et al., 2010).

 Les symbioses entre les cyanobactéries et les algues, les bryophytes, les ptéridophytes,

les gymnospermes ou les angiospermes. C’est le cas de l’interaction symbiotique entre

Anabaena-Azolla (Rai et al., 2000). Les Azolla sont des petites fougères aquatiques largement

réparties sur le globe, notamment dans les régions tropicales. Elles sont associées à la

cyanobactérie Anabaena azollae qui assure la totalité de l’approvisionnement en azote. En

Asie du Sud-est, Azolla est utilisée comme "engrais vert" dans les rizières (Bocchi et

Malgioglio, 2010 ; Li et al., 2018).

 Les symbioses rhizobia-légumineuses sont les plus étudiées : la plante hôte appartient à

la famille des Fabacées, à l'exception de petits arbres tropicaux appartenant au genre
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Parasponia (Parasponia tomentosa ou P. andersonii) de la famille des Ulmacées et les

rhizobia différenciés en bactéroïdes, fixent l'azote dans un organe différencié de la plante,

appelé nodule (Lafay et al., 2006 ; Op den Camp et al., 2012 ; van Velzen et al., 2018).

La majorité des légumineuses sont nodulées au niveau de leurs racines (Allen et Allen,

1981 ; Young et Johnston, 1989). Toutefois, la double nodulation des tiges et des racines n'est

rencontrée que chez quelques légumineuses tropicales qui appartiennent à quatre genres

différents : Sesbania, Aeschynomene, Discolobium de la sous-famille des Papilionoideae et le

genre Neptunia de la sous-famille des Mimosideae. Toutes ces plantes poussent en saison des

pluies, dans les sols temporairement inondés, dans les mares et marécages, aux bords des

rivières, lacs et cours d'eau des régions tropicales (Dreyfus et Dommergues, 1981 ; Alazard,

1985 ; Becker et al., 1988 ; Loureiro et al., 1994 ; Martins et al., 2015).

Parmi les processus biologiques fixateurs les plus efficaces sont les systèmes

symbiotiques, qui réalisent un couplage entre la fixation de l'azote et la photosynthèse. D’un

point de vue environnemental et agronomique, la symbiose légumineuse-rhizobia est la mieux

connue et la plus importante. En effet, la quantité d'azote fixé par cette symbiose est très

significative, puisqu’on considère que sur les 200 millions de tonnes d’azote réintroduits

annuellement dans le cycle de la vie par la fixation biologique, 150 à 175 x 106 tonnes

seraient imputées à cette symbiose qui joue un rôle clé dans le cycle biologique de l’azote,

l’agriculture et la restauration des sols dégradés (Havelka et al., 1982 ; Raven et al., 2000).

1.1.Structure chimique de la nitrogénase

La nitrogénase (N2ase; EC 1.18.6.1) est une enzyme commune à tous les diazotrophes et

représente environ 10% du poids total de leurs protéines solubles (Richter, 1993). Elle a été

isolée et purifiée à partir de nombreuses espèces bactériennes fixatrices d’azote (Tableau I).

Toutes les nitrogénases connues jusqu’à présent ont des propriétés biochimiques très

semblables, ce qui laissait supposer que ces enzymes sont très conservées tant au niveau
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biochimique qu’au niveau des séquences nucléotidiques (Franche et al., 2009). La forme

conventionnelle la plus étudiée est celle contenant le molybdène (Mo-nitrogénase) en son

centre actif. Deux autres nitrogénases alternatives sont aussi retrouvées soit le Mo est

remplacé par du vanadium (V-nitrogénase), soit le Mo est substitué par du fer (Fe-

nitrogénase) (Eady, 1996 ; Rehder, 2000 ; Seefeldt et al., 2004 ; Rubio et Ludden, 2005 ;

Smith et al., 2013 ; Sippel et Einsle, 2017). Bien que chaque enzyme ait un hétérométal

différent (Mo, V ou Fe), elles sont par ailleurs si similaires qu'elles doivent provenir d'un

ancêtre commun (Fisher et Newton, 2002 ; Weiss et al., 2016).

Tableau I : Espèces bactériennes pour lesquelles la nitrogénase a été purifiée
(Postgate, 1982)

Micro-organismes Codes Références

Clostridium pasteurianum Cp Carnahan et al. (1960)

Rhodospirillum rubrum Rr Bullen, Burns et LeComte (1965)

Azotobacter vinelandii Av Bullen, Burns et LeComte (1965)

Bradyrhizobium japonicum Bj Koch, Evans et Russell (1967)

Azotobacter chroococum Ac Kelly (1968, 1969)

Xanthomonas flavus 301 Xf Biggins et Postgate (1969)

Anabaena cylindrica Anc Stewart, Haystead, Pearson (1969)

Chromatium vinosum Cv Winter et Arnon (1970)

Klebsiella pneumoniae Kp Eady et al. (1972)

Desulfovibrio desulfuricans Dd Sekiguchi et Nosoh (1973)

Azospirillum lipoferum Al Okon et al. (1977)

Bacillus polymexa Bp Emerich et Burris (1978)

De point de vue structure, la nitrogénase à molybdène est de loin la plus largement

caractérisée. Cette enzyme est un complexe protéique formé de plusieurs sous-unités

différentes regroupées en deux métalloprotéines distinctes (Howard et Rees, 1996 ; Rubio et

Ludden, 2005 ; Cheng, 2008 ; Sippel et al., 2018) (Figure 1). Les principales caractéristiques

et les structures des deux composantes enzymatiques figurent dans le Tableau II.
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Figure 1 : Structure de la nitrogénase.

La composante I de la nitrogénase est un hétéro-tétramère constitué de deux sous-unités  α 
représentées en bleu et vert et de deux sous-unités β représentées en rouge et orange (A). Le détail de la

sous-unité α est donné (B). La composante II est un homo-dimère (C). D’après Rubio et Ludden
(2005).

Tableau II : Principales caractéristiques des deux composantes de la nitrogénase
(Hardy et al., 1971 ; Smith et al., 1987)

Caractéristiques Composante I Composante II
Composition Fe, S, Mo Fe, S
Poids moléculaire (Da) 220000-270000 55000-72600
Cristallisation + Non cristallisée
Inactivation par l’O2 + +
Sensibilité au froid + +

1.1.1. Composante I

La dinitrogénase, appelée également Molybdoferroprotéine (Mo-Fe protéine) ou

Azofermo, de poids moléculaire variable selon les micro-organismes (de 220000 à 270000

Da), représente la composante la plus large de la nitrogénase. Elle est formée de quatre sous-

unités hétéro-tétramériques (α2β2) codées par les gènes nifD et nifK, de forme
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parallélépipédique constituées de 2 sous-unités  (~ 50000 Da) et de 2 sous-unités  (~ 55000

Da). Cette composante contient en plus de 2 atomes de molybdène, jusqu’à 32 atomes de fer

et autant d’atomes de soufre, qui sont organisés soit en 2 centres [4Fe-4S], appelé P-cluster,

pontés en structure cubique et reliant entre elles les sous-unités α et β, soit forment en 

compagnie des 2 atomes de molybdène, deux MoFe-cofacteurs [MoFe7S9C] identiques. Ces

centres métalliques constituent le site de fixation et de réduction du substrat (Dixon et Kahn,

2004 ; Cheng, 2008 ; Kowalska et DeBeer, 2015 ; Burén et al., 2020).

1.1.2. Composante II

Encore appelée Ferroprotéine (Fe-protéine), Azoferrodoxine ou dinitrogénase réductase, de

poids moléculaire variable selon les micro-organismes (de 55000 à 72600 Da). C’est un

homo-dimère composé de deux sous-unités  ellipsoïdales identiques et codée par le gène

nifH. Elle possède un seul centre [Fe8S7], reliant les deux sous-unités ensembles. Elle est

considérée comme un transmetteur d’électrons ATP-dépendant à la dinitrogénase, à partir

d’un donneur tel que la flavodoxine ou ferrédoxine (Dixon et Kahn, 2004 ; Cheng, 2008 ;

Kowalska et DeBeer, 2015 ; Burén et al., 2020).

1.2.Caractéristiques de la nitrogénase

Chacune des deux fractions de la nitrogénase considérées isolement est incapable de fixer

l’azote atmosphérique. Mais quand elles sont combinées en présence de Mg-ATP, d’un

donneur d’électrons et en anaérobiose stricte, toutes les propriétés de cette enzyme se

manifestent. La cristallisation de la molybdoferroprotéine a été obtenue en 1970 par Burns et

ses collaborateurs. Pour la ferroprotéine cette cristallisation est beaucoup plus délicate à cause

de son extrême labilité. Les deux métalloprotéines qui composent la nitrogénase sont

inactivées de manière irréversible par l'oxygène de l’air (O2) vraisemblablement par

oxydation des atomes de soufre présents dans les cofacteurs métalliques (Robson et Postgate,

1980 ; Dighe et al., 2010). La nitrogénase nécessite donc une protection rigoureuse contre
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cette inhibition. Pour cela, les systèmes diazotrophes ont développé au cours de l’évolution un

certain nombre de stratégies pour protéger l’enzyme contre l'excès d'O2 et les espèces

d'oxygène actif (ROS). Pour les bactéries aérobies libres, comme Azotobacter, la protection

de cette enzyme contre l'oxygène se produit principalement par le biais de deux mécanismes:

(i) le quotient respiratoire des Azotobacter est de 80%, par conséquent une activité respiratoire

intense empêche la diffusion de l’oxygène à l’intérieur de la cellule et (ii) la protection

conformationnelle ou conversion réversible de l'enzyme en un état inactivé protégé, est le

résultat de la capacité d'Azotobacter ou Gluconacetobacter à synthétiser une autre protéine

FeS II qui entre en association avec le complexe nitrogénase et la protège des dommages

causés par l'oxygène. Mais, au cours de cette association, le complexe ne peut manifester

aucune activité nitrogénase (Robson et Postgate, 1980 ; Moshiri et al., 1994 ; Ureta et

Nordlund, 2002 ; Schlesier et al., 2016 ; Burén et Rubio ; 2018). La fixation d’azote chez les

bactéries micro-aérophiles comme Azopsirillum se fait uniquement en présence d’une

concentration en oxygène très faible. D’autre part, les souches d’Azospirillum peuvent

produire des composés appelés caroténoïdes qui jouent un rôle primordial dans la protection

de la nitrogénase contre l’effet inhibiteur de l’O2 (Hartman et al., 1983 ; Hartman et Hurek.,

1988).

Dans la symbiose rhizobia-légumineuse, le système de protection est beaucoup plus

complexe encore puisque l’association conduit à la synthèse de la leghémoglobine (Lb),

pigment analogue à l’hémoglobine des mammifères. Ce pigment, ayant une forte affinité pour

l’oxygène, l’absorbe et en assure le transfert jusqu’aux bactéroïdes où sa consommation par

respiration permet de maintenir une pression partielle d’oxygène très faible (Ott et al., 2005).

En plus, la nodosité possède un environnement anoxique avec une pO2 de moins de 1 µM au

sein des cellules fixatrices (Minchin, 1997). Deux éléments, en particulier, participent à la

mise en place de cet environnement. D’une part, la présence d’une barrière de diffusion des
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gaz extérieurs comme l’O2 dans le nodule permet de limiter l’entrée de l’oxygène à l’intérieur

des symbiosomes. Cette barrière de diffusion à l’O2, présente dans le cortex, est faite d’un

épithélium avec une forte densité cellulaire et dont les espaces intercellulaires sont obstrués

par des sécrétions de glycoprotéines (Batut et Boistard, 1994 ; Minchin et al., 2008 ).

Chez les cyanobactéries hétérocystées, la formation de cellules spécialisées dans

lesquelles le photosystème II responsable de la production d'oxygène est absent, et la

possession d'une paroi épaisse permet à la nitrogénase d'être protégée de l'oxygène (Pienkos et

al., 1983). Toutefois, la fixation d’azote aérobie peut aussi avoir lieu chez les cyanobactéries

homocystées tels que : Synechococcus spp. (Spiller et Shanmugan, 1987), Oscillatoria spp.

(Khamees et al., 1987) et Gloeothece spp. (Berman-Frank et al., 2003). Ce groupe de

cyanobactérie est généralement trouvé sous forme d’un lot de filaments agrégés en faisceaux.

Les filaments de la partie extérieure du faisceau ont une activité photosynthétique alors que

ceux du centre ne reçoivent pas de lumière, et ne produisent donc pas d'oxygène, ce qui

permet à leur nitrogénase de fonctionner (Berman-Frank et al., 2003 ; Allen et al., 2019).

1.3.Mécanisme biochimique de la nitrogénase

La réduction de l'azote moléculaire catalysée par la nitrogénase est schématisée par la

figure 2.

Figure 2 : Mécanisme d’action de la nitrogénase (Dixon et Wheeler, 1986).

Pour chaque électron fourni par l’intermédiaire de la réductase à la nitrogénase pour la réduction de
l’azote, il y a consommation de 2 liaisons phosphates riches en énergie (2ATP). Une molécule de H2 est

formée en même temps que celle de l’ammoniac.

Ferrédoxine

Red. (x8)

Ferrédoxine

Ox. (x8)

Fe3+

Fe2+

Mo-Fe

(réduit)

Mo-Fe

(oxydé)

N2 + 8H+

2NH3 + H2

Réductase Nitrogénase 8e-

2ATP (x8) 2ADP + 2Pi (x8)
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La réduction de N2 se fait en plusieurs étapes. En effet, au cours de la catalyse, les

électrons sont délivrés un par un de la protéine Fe à la protéine MoFe dans un processus

impliquant l'association composant-protéine et la dissociation et l'hydrolyse d'au moins deux

Mg-ATP pour chaque transfert d'électrons, alors que le site de liaison et de réduction du

substrat est situé sur la protéine MoFe (Peters et al., 1995 ; Seefeldt et al., 2018).

Afin de fournir les électrons nécessaires à la réduction de l’azote moléculaire, la

nitrogénase fonctionne avec des co-facteurs protéiques : la ferrodoxine chez les bactéries

symbiotiques (co-facteur à NAD ou NADP), ou flavodoxine chez les bactéries libres (co-

facteur à FAD) (Peters et Szilagyi, 2006). Au niveau protéique, le mécanisme biochimique de

base de la nitrogénase implique d’après Igarashi et Seefeldt (2003) :

(i) : la formation d'un complexe entre la Fe-protéine avec la MoFe protéine. La

Fe-protéine réduite possède 2 Mg-ATP et est dans le stade d'oxydation +1 ;

(ii) : le changement de conformation pour la Fe-protéine associée avec

l'hydrolyse des deux Mg-ATP causant un transfert d'électrons entre les deux

protéines. Le cluster-P médierait le transfert d'électrons entre les deux protéines ;

(iii) : la dissociation de la protéine Fe accompagnée d'une nouvelle réduction

(via les ferrédoxines ou les flavodoxines) et l'échange d'ATP pour l'ADP ;

(iv) : la répétition de ce cycle jusqu'à ce qu'un nombre suffisant d'électrons et de

protons aient été accumulés afin que les substrats disponibles puissent être réduits.

Pour la réduction de N2, le cofacteur FeMo doit accepter huit électrons durant la catalyse. Le

cycle de la Fe-protéine doit être effectué au moins huit fois, car un seul électron est transféré

durant l'association entre les deux protéines (Seefeldt et al., 2009). En plus de la réduction du

diazote, la nitrogénase catalyse la réduction des protons (H+) en dihydrogène (H2). Certaines

bactéries utilisent une hydrogénase qui catalyse l'oxydation du H2 en H2O en produisant une
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molécule d’ATP. Cette hydrogénase permet donc de recycler une partie du H2 produit et de

limiter les pertes d'énergie (Evans et al., 1978 ; Robson et Postgate, 1980 ; Simpson, 1987).

1.4.Assimilation de l’azote fixé

Quelle que soit son origine, l'ion ammonium, indispensable à la vie des plantes, est

rapidement incorporé dans des composés organiques, car son accumulation est toxique pour la

cellule. Deux voies biochimiques permettent l’assimilation de l’azote fixé: la voie principale

GS/GOGAT (glutamine synthétase/glutamate synthase) et la voie GDH (glutamate

déhydrogénase) (Stewart et al., 1980; Oaks et Hirel, 1985). D’autres enzymes telles que

l’asparagine synthétase (AS) et l’aspartate amino-transférase (AAT), jouent également un rôle

important dans l’assimilation du NH4
+ (Coruzzi, 2003 ; Duff et al., 2011) (Figure 3).

Figure 3 :.Voies d’assimilation de l’azote (d’après Coruzzi, 2003).

GS, glutamine synthétase; GOGAT, glutamate synthase; AAT, aspartateaminotransferase;
AS, asparagine synthetase; GDH, glutamate deshydrogénase.

Il est généralement admis que l'assimilation de l'ammonium se fait principalement par la

voie (GS/GOGAT). Dans cette voie, la Glutamine Synthétase (GS, EC 6.3.1.2) catalyse

l’amination du glutamate en glutamine. Ensuite, la Glutamine OxoGlutamate Amino

Transférase (GOGAT, EC 1.4.1.14), appelée aussi glutamate synthase, transfère le groupe

amino (-NH2) de la glutamine (formée par la GS) au 2 oxoglutarate (ou -cétoglutarate) pour
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former du glutamate. Deux molécules de glutamate sont ainsi formées, l’une servira à

réalimenter le cycle GS/GOGAT pour la formation de la glutamine et l’autre va servir à la

synthèse des autres acides aminés et molécules azotées via, notamment, des transaminations

(Hirel et Lea, 2001; Miflin et Habash, 2002 ; Coruzzi, 2003).

La voie alternative du glutamate déshydrogénase (GDH, EC 1.4.1.2) produit de la

glutamine à partir de NH4
+ et le 2 oxoglutarate (sens anabolique) ainsi que la réaction inverse,

c’est-à-dire la conversion du glutamate en ammonium et 2 oxoglutarate (sens catabolique).

Elle n’est favorisée que lorsque la GOGAT est inactive en présence de concentration en

ammonium relativement élevée (Lea et al., 1990 ; Aubert et al., 2001).

L’asparagine synthétase (AS, EC 6.3.5.4) catalyse en présence d’ATP le transfert de

l'ammonium (ou du groupement amide de la glutamine) sur l'aspartate pour générer du

glutamate et de l'asparagine (Sieciechowicz et al., 1988 ; Duff et al., 2011).

L’aspartate amino-transférase (AAT, EC 2.6.1.1), enzyme phosphate-dépendant, catalyse

le transfert réversible d’un groupe aminé du glutamate vers l’oxaloacétate pour former

l’aspartate et l’α-cétoglutarate (Coruzzi, 2003).

1.5.Les gènes de la nitrogénase

La synthèse ainsi que l’activité de la nitrogénase sont sous contrôle génétique. En effet, la

réduction enzymatique de l’azote moléculaire en ammoniac, requiert la présence de produits

des gènes nif (pour nitrogen fixation). L’analyse génétique, par complémentarité des mutants

ponctuels et des mutants par insertion du bactériophage Mu, a permis de caractériser 20 gènes

nif chez Klebsiella pneumoniae M5al, utilisée initialement comme bactérie modèle pour

étudier la biochimie, la physiologie et la génétique de la fixation d’azote (Roberts et Brill,

1981 ; Elmerich, 1993 ; Cheng, 2008). Ces études ont révélé un certain nombre de concepts

de base communs à de nombreux diazotrophes, ce qui a contribué de manière significative à

une meilleure compréhension de l'expression des gènes nif (Tableau III).
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Tableau III: Produits et fonctions des gènes nif
(Burris, 1994 ; Batut et Boistard, 1994 ; Dai et al., 2014 ; Burén et al., 2020)

Les produits des gènes nif Les fonctions des gènes nif

nifH Nécessaire dans la biosynthèse de la Fe-protéine

nifD Code pour la sous-unité  de la MoFe-protein

nifK Code pour la sous-unité  de la MoFe-protein

nifE, nifN
Nécessaires pour la biosynthèse du cofacteur du molybdène

de la FeMo-protéine

nifX Protéine de transformation du cofacteur fer-molybdène

nifA Protéine régulatrice spécifique. Activateur transcriptionnel

nifB
Nécessaire pour la biosynthèse du cofacteur de la FeMo-

protéine

nifQ Protéine de liaison aux ions molybdène

nifS Code pour la cystéine désulfurase

nifU Code pour la protéine d'assemblage de cluster [Fe−S]  

nifV Homocitrate synthase, impliqué dans la synthèse de FeMo-co

nifW Protéine stabilisatrice/protectrice de la nitrogénase

nifT Protéine de fixation de l'azote

nifZ Protéine de synthèse du cofacteur fer-soufre

nifF : flavodoxine Réducteur physiologique de la Fe protéine.

nifJ: pyruvate-flavodoxine-

oxydoréductase

Couple l’oxydation du pyruvate à la réduction de la

flavodoxine

nifL Régulateur négatif. Agit comme anti-activateur NifA

nifM Nécessaire pour la maturation et l'activation de la Fe.protéine

nifY
Stabilisation de la protéine apo-MoFe dans une conformation
qui se prête à l'insertion du cofacteur FeMo.

Chez K. pneumoniae, ces gènes sont tous organisés en 8 unités de transcription (opérons)

et regroupés dans une seule région de 24 kb dans le chromosome, entre l'opéron histidine et le

gène shi A (Figure 4). Cette région entière a été séquencée très tôt par Arlnod et al. (1988), ce

qui a considérablement facilité son étude de manière approfondie chez d’autres diazotrophes

comme Azotobacter spp., bactéries photosynthétiques, cyanobactéries, Azospirillum spp.,

rhizobia et bactéries méthanogènes (Dean et Jacobson, 1992 ; Fisher, 1994).
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Les trois gènes structuraux codant pour les protéines Mo-nitrogénase sont nifD et nifK

pour les sous-unités MoFe-protéine et nifH pour la Fe-protéine (Franche et al., 2009) (Tableau

III). Des gènes homologues qui codent pour l'enzyme nitrogénase, en particulier les gènes

structuraux (nifHDK), les gènes impliqués dans la formation de clusters fer-soufre (nifUS), les

gènes de régulation (nifLA) et les gènes nécessaires à la biosynthèse du cofacteur fer-

molybdène, FeMo-co (nifB, nifE, nifN, nifV), se retrouvent dans tous les fixateurs, bien

qu'avec une distribution différente (Dai et al., 2014 ; Burén et al., 2020).

Chez les rhizobia tempérés, comme R. meliloti et R. leguminosarum, ces gènes sont

présents dans des mégaplasmides, appelés pSym (plasmide symbiotique), qui portent

également l’information génétique pour la formation des nodosités. En revanche, dans le cas

de Bradyrhizobium et Azorhizobium, qui ne contiennent pas de plasmides, les gènes nif sont

chromosomiques (Fisher, 1994). Enfin, certains diazotrophes ont les gènes structuraux

appelés vnf « pour vanadium nitrogen fixation » pour les gènes de la V-N2ase et anf « pour

alternative nitrogen fixation ») pour ceux de la Fe-N2ase (Joerger et al., 1989).

Figure 4: Les 20 gènes nif de Klebsiella pneumoniae (Cheng, 2008)



17

1.6.Régulation génétique de la nitrogénase

L’expression des gènes codant pour la nitrogénase est hautement régulée à plusieurs

niveaux, allant de la transcription jusqu’aux modifications post-traductionnelles des protéines

(Zehr et al., 2003; Dixon et Kahn, 2004). Chez Klebsiella pneumoniae, l'expression des gènes

nif est régulée au niveau transcriptionnel par les produits de quatre gènes, à savoir les gènes

ntrC (glnG), ntrA (glnF), nifA et nifL (Drummond et al., 1983 ; He et al., 1998). Les gènes

régulateurs nifL et nifA constituent un seul opéron qui est activé par le produit de ntrA et ntrC,

tandis que le produit de nifA conjointement avec celui de ntrA active tous les autres opérons

nif (Dixon et Kahn, 2004). En revanche, le produit du gène nifL agit comme un répresseur

pour les gènes nif en présence d'oxygène ou d'un excès d'azote fixé (Hill et al., 1981 ; Jack et

al., 1999).

1.7.Méthodes de mesure de l’activité nitrogénasique

Diverses méthodes sont disponibles pour mesurer les taux de fixation d’azote ou l’activité

nitrogénasique. La mesure peut se faire selon deux approches distinctes : mesure directe ou

indirecte.

1.7.1. Méthode directe par dilution isotopique

La fixation d’azote peut être mesurée directement à partir d’un enrichissement isotopique

en azote 15N. Cette méthode consiste à placer le système fixateur d’azote (micro-organisme ou

plante) dans un micro-environnement enrichi en azote atmosphérique marqué (15N) et à

mesurer au bout d’un certain temps le 15N dans le système l’azote fixé (Vose et al, 1981). Une

digestion est effectuée par la méthode de Kjeldahl et l’azote isotopique qui en ressort est

analysé par spectrométrie de masse (Danso, 1995). C’est une méthode de mesure directe, mais

ayant des limites d’ordre pratique. Elle est destructive, lourde et nécessite beaucoup de

manipulations. De plus, elle exige l’utilisation de 15N ayant un excès atomique élevé pour

contrôler l’effet de dilution. L’azote marqué doit avoir environ 30 à 40% d’excès isotopique
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(Vose et al., 1981). Elle est surtout utilisée pour les études au laboratoire, mais pas au champ

(Rennie et Rennie, 1983 ; Danso, 1995).

1.7.2. Méthode indirecte par réduction de l’acétylène

C’est une méthode basée sur le principe de la réduction de l’acétylène en éthylène pour

mesurer de façon indirecte la fixation d’azote. En plus de N2 et des protons (H+), la

nitrogénase a la propriété de réduire un grand nombre d’analogues structuraux de l’azote

moléculaire, surtout ceux comportant des liaisons triples. Parmi ceux-ci se retrouvent :

acétylène (H-CC-H), cyanure d’hydrogène (H-CC-N), isocyanure de méthyl (CN-CH3),

oxyde nitreux (NNO).

Dilworth (1966) d’une part et Schöllhorn et Burris (1976) d’autre part, en travaillant sur

des extraits acellulaires de Clostridium pasteurianum, ont mis en évidence l’inhibition de la

fixation de l’azote par l’acétylène. Elle est totale en présence de 8% d’acétylène dans

l’atmosphère. Tous les électrons fournis à l’enzyme sont utilisés pour transformer l’acétylène

en éthylène. Ces mêmes auteurs ont établi la nature compétitive de l’inhibition. En outre,

Dilworth (1966) découvrit que l’acétylène était réduit en éthylène par une réaction analogue à

la réduction de N2 en 2NH3.

N2 + 6H+ + 6e- 2NH3 (1)

C2H2 + 2H+ + 2e- C2H4 (2)

La non-spécificité de la nitrogénase vis-à-vis de son substrat naturel à conduit plusieurs

chercheurs à mesurer son activité par la méthode ARA (Activité Réductrice d’Acétylène, de

l’anglais Acetylene Reduction Assay) (Hardy et al., 1968 ; Desperrier et al., 1984).

La procédure expérimentale consiste à mettre le système fixateur en incubation dans un

milieu contenant de l’acétylène pendant une période de temps variant de quelques minutes à

plusieurs heures. L’éthylène produit au bout d’un certain temps est mesuré aisément par

chromatographie en phase gazeuse. La quantité d’éthylène produite peut servir directement
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comme mesure de l’activité de la nitrogénase ou de l’activité fixatrice d’azote. L’éthylène est

converti en quantité d’azote fixé en utilisant un facteur de conversion calculé à partir des

réactions chimiques (Danso, 1995). En effet, la réduction de C2H2 correspond au transfert de

deux électrons par molécule de C2H2 réduite (équation 2), alors qu’il en faut 6 pour réduire

une molécule de N2 (équation 1). Le rapport molaire théorique  N2/C2H2  est de 3, mais la

vérification expérimentale de cette valeur montre qu’elle n’est pas constante, et peut varier de

2.7 à 4.2 (Hardy et al., 1968).

La méthode ARA est devenue actuellement la méthode la plus utilisée pour mesurer

l’activité fixatrice d’azote, car elle est simple, rapide et non-destructive. De plus, elle est 103

fois plus sensible que la méthode isotopique, qui nécessite un appareillage plus coûteux et des

manipulations beaucoup plus longues. Elle est aussi 106 fois plus sensible que la méthode de

Kjeldahl (dosage chimique de l’azote total après digestion).
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2. LA SYMBIOSE LEGUMINEUSES – RHIZOBIA

2.1. Les légumineuses

2.1.1. Généralités

Les Légumineuses (Leguminosae) ou Fabacées (Fabaceae), avec 35 tribus et plus de

19500 espèces réparties sur environ 765 genres forment, après les Astéracées et les Orchidées,

la troisième plus grande famille par ordre d’importance chez des Angiospermes (ou plantes à

fleurs) en terme de richesse spécifique (Azani et al., 2017). En termes d’importance

économique et agricole, les Fabacées occupent la seconde place après les Poacées. (Polhill et

Raven, 1981 ; Polhill, 1994 ; Botineau, 2010; Lewis et al., 2013 ; Koenen et al., 2020). Cette

famille compte le plus grand nombre d'espèces utiles à l'Homme, qu'elles soient alimentaires,

ornementales, industrielles ou médicinales. Elles représentant 27% de la production agricole

mondiale et contribuant à 33% des besoins alimentaires en azote des protéines alimentaires

des humains (Graham et Vance, 2003). D’un point de vue biogéographique, les légumineuses

ont une distribution cosmopolite dans les zones tropicales, subtropicales et tempérées. Elles

couvrent d'immenses étendues et présentent une très grande diversité morphologique d'habitat

et écologique, ce qui explique leur adaptation remarquable aux conditions pédo-climatiques

les plus diverses (Rundel, 1989). On y trouve des arbres, la plupart exotique, des arbustes

voire des plantes aquatiques, xérophytes et grimpantes à lianes volubiles ou à vrilles, mais

surtout de nombreuses espèces herbacées vivaces ou annuelles (Wojciechowski et al., 2004).

Morphologiquement, les espèces appartenant aux Fabacées sont caractérisées par des

fleurs généralement hermaphrodites régulières ou irrégulières et elles présentent un point

commun : leur fruit en forme de gousse, connu sous le nom de légume (Guignard et Dupont,

2004). L’une des propriétés importantes des légumineuses réside dans leur capacité à former

des associations avec des bactéries du sol communément appelées rhizobia ou Bactéries

Nodulant les Légumineuses (BNL) (Moulin, 2002 ; Zakhia et al., 2004). Ces associations



21

"dites symbioses" aboutissent à la formation de petits organes particuliers, appelés nodules ou

nodosités, sur les racines des plantes et parfois sur les tiges des plantes aquatiques. Dans les

cellules de ces nodules, les bactéries transforment l'azote gazeux de l’air (N2) en une forme

combinée (Ammoniac: NH3) directement assimilable par la plante. En contrepartie, la plante

fournit les composés organiques, issus de la photosynthèse, nécessaires au métabolisme

bactérien et à la réaction de fixation de l'azote (Wang et al., 2012 ; Walker et al., 2020).

2.1.2. Classification des légumineuses

La super-famille des légumineuses appartient à l'ordre des Fabales, sous-classe des

Rosidés de la classe des Dicotylédones, sous embranchement des Anthophytes

(Angiospermes), embranchement des Spermaphytes du règne végétal (Guignard, 2001). Selon

le système de classification phylogénétique en vigueur APG II (Soltis et Soltis, 2013), basé

sur la forme florale, cette famille est divisée en trois sous-familles distinctes, les

Caesalpinioideae (3%), les Mimosoideae (13%) et les Papilionoideae ou Faboideae (84%)

(Polhill et Raven, 1981 ; De Faria et al., 1989 ; Polhill, 1994 ; Yahara et al., 2013 et Cardoso

et al., 2013). Des études phylogénétiques ont montré que les Papilionoideae et les

Mimosoideae étaient monophylétiques alors que les Caesalpinoideae seraient paraphylétiques

(Käss et Wink, 1996 ; Doyle et al., 1997 ; Kajita et al., 2001 ; Wojciechowski et al., 2004 ;

Lavin et al., 2005 ; Bruneau et al., 2008).

 Les espèces de la sous-famille des Papilionoideae, aussi connue sous le nom de

Faboideae, constituent le groupe de végétaux supérieurs le plus abondant et le plus diversifié

de la biosphère avec 764 genres, 28 tribus et environ 14000 espèces dont 8000-9000

herbacées et 4000-5000 ligneuses (Doyle and Luckow, 2003 ; Sprent, 2009). Elles sont

cosmopolites et présentent l’aire de répartition la plus large chez les légumineuses, allant des

tropiques à l'Arctique et des habitats terrestres secs à inondés (Schrire et al., 2005). Leur fleur

zygomorphique (irrégulière), prenant la forme d’un papillon facilement reconnaissable grâce à
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ses 5 pétales caractéristiques : l’étendard (pétale large dressé au sommet), les ailes (pétales

latéraux) et la carène (pétales inférieurs soudés). Cette sous-famille fournit à elle seule le

grand nombre d’espèces cultivées (soja, arachide, pois chiche, luzernes, trèfles…).

 Les Mimosoideae sont la plus petite des sous-familles en termes de genres, mais

renferment plus d'espèces que les Caesalpinioideae. Elles se composent de 3 tribus (Acacieae,

Ingeae, Mimoseae), 78 genres et environ 3270 espèces (Sprent, 2009). Elles comprennent

essentiellement des arbres et arbustes de milieux tropicaux et subtropicaux, voire tempérés

chauds qui se caractérisent par leurs feuilles bipennées très composées et leurs petites fleurs

régulières à symétrie radiale (actinomorphes), les étamines sont prépondérantes et les pétales

réduits (Watson et Dallwitz, 1999 ; Lewis et al., 2005).

 Les membres des Caesalpinioideae sont regroupés en 4 tribus (Caesalpinieae, Cassieae,

Cercideae et Detarieae), comprenant 171 genres et environ 2250 espèces (Lewis et al., 2005 ;

Sprent, 2009). Ils sont majoritairement des arbres tropicaux ou subtropicaux même si

certaines espèces se retrouvent en Amérique et Europe du Nord. Leurs feuilles sont

généralement composées, pennées ou parfois bipennées et leurs fleurs sont légèrement

irrégulières (zygomorphes) (Watson et Dallwitz, 1999), avec cinq pétales non assemblés en

étendard, ailes et carène (Polhill et Raven., 1981 ; Sutherland et Sprent, 1993 ; Doyle, 1994).

Depuis 2017, une nouvelle classification des Fabacées est alors rapportée par The Legume

Phylogeny Working Group. Cette classification, basée sur le gène matK, distingue six sous-

familles : Caesalpinioidae (incluant le clade des Mimosoideae) avec 148 genres et environ

4400 espèces, Cercidoideae avec 12 genres et 335 espèces, Detarioideae avec 84 genres et

760 espèces, Dialioideae avec 17 genres et 85 espèces, Duparquetioideae avec 1 genre et une

espèce, et Papilionoideae qui constitue la plus grande et la plus diversifiée avec 503 genres

pour près de 14 000 espèces (Azani, et al., 2017).
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Les travaux d'Allen et Allen (1981) et de De Faria et al., (1989) ont permis de mettre en

évidence les relations existantes entre la présence ou l'absence de nodulation et le niveau

d'évolution des espèces dans les différentes sous-familles. Bien que seulement 20% des

légumineuses connues aient été examinées pour la nodulation, il ressort néanmoins que celle-

ci est peu fréquente chez les Caesalpinoideae (30% des espèces examinées) et très fréquentes

dans les deux autres sous-familles (90% des Mimosoideae et 97% des Papilionoideae) (De

Faria et al., 1989 ; Doyle et Luckow, 2003). Ces résultats conforteraient l'hypothèse que les

Mimosoideae et les Papilionoideae auraient évolué séparément à partir des Caesalpinoideae,

considérées comme étant la sous-famille la plus primitive des Fabacées. Il semblerait que la

nodulation soit apparue à une étape tardive dans l'évolution de ce groupe (Young et Johnston,

1989 ; Sprent et Raven, 1992 ; Doyle, 1994 ; Cannon et al., 2010).

2.1.3. Les légumineuses de la tribu des Genisteae

Au sein des légumineuses Papilionoideae, les Genisteae (Adans.) Benth., apparues il y a

environ 30 millions d’années (Käss et Wink, 1995) et telles que définies par Polhill (1976) et

réorganisées par Bisby (1981), représentent une tribu diversifiée comprenant environ 25

genres et 618 espèces (Stępkowski, 2018). Certaines études ont montré que cette tribu

apparait comme étant un groupe monophylétique, incluant les genres Genista, Laburum,

Lupinus, Ulex, Retama et Spartium (Käss et Wink 1997 ; Crips et al. 2000 ; Pardo et al.,

2004).

Les Genisteae sont principalement des arbustes ligneux qui sont essentiellement distribués

en Europe et en Afrique du Nord, et la région méditerranéenne est considérée comme leur

principal centre de diversification (Cristofolini et Feoli-Chiapella, 1984 ; Ainouche et al.,

2003). Cette tribu s’étend aussi aux îles Canaries, au nord de l’Europe et aux Amériques (pour

le genre Lupinus). Elles représentent une grande signification écologiques dans les pays

méditerranéens, car elles colonisent les forêts dégradées et caractérisent les paysages des
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régions en déforestation (Pardo et al., 2008 ; Lograda et al., 2009). Les traits communs parmi

les espèces de Genisteae incluent : croissance xéromorphique, feuilles simples ou réduites ou,

si les feuilles sont composées, elles ont peu de folioles, structure végétative et inflorescences

contractées, fleurs élaborées, anthères dimorphes et graines produisant une extension du lobe

hilaire radicule (Crisp et al., 2000).

2.1.3.1. Présentation de la plante d’étude : Spartium junceum (L.)

Spartium junceum (L.), nommé par les anglophones 'Spanish broom' ou 'Genêt d'Espagne',

et en Algérie connu sous le nom de 'Tertak' ou 'Kessaba', appartient à la sous-famille

cosmopolite des Papilionoideae et elle est la seule espèce de Fabacées du genre Spartium dans

la tribu des Genisteae (Stępkowski et al., 2018).

Selon la base de données mondiale ILDIS sur les légumineuses 2010.

(http://ww2.bgbm.org/EuroPlusMed/PTaxonDetail.asp?NameCache=Spartium%20junceum&

PTRefFk=8500000), la classification du S. junceum (L.) suit le taxon suivant:

Règne Plantae
Sous-règne Tracheobionta
Superdivision Spermatophta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliolipsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Fabales (Bromhead)
Famille Fabaceae (Lindl.)

Sous-famille Papilionoideae (Faboideae)

Genre Spartium
Espèce Spartium junceum L.

Cette légumineuse est rencontrée dans les zones sèches et arides du pourtour

méditerranéen dont la France méridionale, la Corse incluse, l'Europe méridionale, les îles

Canaries, l'Afrique du Nord dont l'Algérie et dans les zones argileuses dans le Tell au Maroc

et Asie occidentale (Angelini et al., 2000 ; Travlos et al., 2007 ; Katović et al., 2011). Elle a

été introduite dans de nombreux pays comme plante de jardin ou ornementale, souvent

utilisée pour lutter contre l'érosion des sols (Bossard et al., 2000) (Figure 5). Elle est
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considérée comme une mauvaise herbe environnementale, quelque peu envahissante et se

propage de manière agressive dans les régions arides aux sols pauvres, secs et rocheux

(Zouhar, 2005 ; CAL-IPC, 2006).

Figure 5 : Répartition mondiale du Spartium junceum (L.) (Katović et al., 2011)

S. junceum (L.) se trouve le plus souvent dans les zones perturbées, comme le long des

routes, sur les pentes en érosion et sur les berges (Busquets et al., 2010 ; Preti et Giadrossich,

2009 ; Sanhueza et Zalba, 2012). Elle pousse le plus souvent dans les sols profonds, peu

fertiles, très secs et rocheux de préférence bien drainés (Preti et Giadrossich, 2009 ; Sanhueza

et Zalba 2012). Elle a une bonne tolérance aux sols chargés en sels et alcalis (Angelini et al.,

2013). Elle a également une caractéristique particulière de plantes xérophiles et s'adapte

parfaitement à la sécheresse et tolère le gel et des températures allant de 12 à 15°C, offrant

une longévité et une viabilité exceptionnelles (Zouhar, 2005).

2.1.3.2. Caractéristiques botaniques de l’espèce Spartium junceum (L.)

Le Genêt d’Espagne est un arbrisseau, non épineux à souche ligneuse de 1 à 3 mètres qui

peut atteindre parfois 4 à 5m (Katović et al., 2011) (Figure 6). Cet arbuste a des racines
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pivotantes ramifiées très profondes qui sont difficiles à enlever. Ses rameaux flexibles sont

effilés et cylindriques (jonciformes), compressibles, finement striés, très glabres d'un vert

glauque bleuâtre à vert plus foncé. Ses feuilles sont simples d'un vert bleuté, oblongues-

lancéolées, entières, glabres en dessus, à poils appliqués en dessous et sont présents juste

quelques semaines au printemps. Les fleurs (de 1 à 2 cm de diamètre) de couleur jaune vif qui

dure plusieurs mois (du printemps à l'été). Elles sont grandes, odorantes et en grappes

terminales. Elles sont hermaphrodites au calice membraneux formé d'une lèvre oblique

refendue à 4 à 5 petites dents, corolle à 5 pétales, en bas deux étroits soudés formant la carène,

deux latéraux nommés ailes, dressées en partie haute l'étendard, pétale large ovale arrondi et

recurvé, 10 étamines retroussées au filet soudé en tube, un style dressé recurvé.

Figure 6 : Différentes parties de la plante Spartium junceum (L.)
(A : plante entière, B : fleurs, C : tiges, D : gousses vertes, E : gousses mûres, F : graines).

A B C

D E F
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En été, la plante perd ses petites feuilles et assume une photosynthèse limitée, ce qui lui

évite une évaporation excessive (Katović et al., 2011). Elle porte de longues gousses

atteignant jusqu’à 10 centimètres de long, presque glabres, aplaties, déhiscentes, oblongues,

dressées d'un vert à reflets brillants, car elles sont légèrement velues virant progressivement

au noir. À maturité, au moindre frôlement, elles s'ouvrent en projetant des graines réniformes

(10 à 18) de couleur noire qui peuvent germer facilement sans traitement et produiront de

7000 à 10000 graines par plante et par saison (Wagner et al., 1999 ; Zouhar, 2005).

2.1.3.3. Importances écologiques et économiques de Spartium junceum (L.)

S. junceum (L.) est l’une des espèces de légumineuses, qui malgré n’a pas la faveur d’être

utilisée comme source d’alimentation puisque elle porte une certaine toxicité au niveau des

fleurs et des graines (Barboni et al., 1994 ; Colombo et al., 2010), elle a néanmoins des

intérêts économiques et écologiques, à savoir : la production de parfums et colorants à partir

des fleurs, des paniers à partir des tiges et des matières textiles à partir des fibres (Kovačević 

et al., 2012 ; Bischof et Kovačević, 2013). Ces mêmes fibres végétales, aujourd’hui sont

utilisées dans les biocomposites du fait qu’elles présentent une résistance exceptionnelle

(Kovačević et al., 2017). De telles fibres couvrent également un large éventail d'applications

dans l'industrie automobile, notamment dans le développement des intérieurs de voitures

(tapis, garnitures sur la porte intérieure, house pour la roue de secours) (Kovačević et al.,

2019). Mais le plus attirant de cette espèce est sa contribution à la protection de

l’environnement et à la lutte contre la dégradation des écosystèmes. En effet, c’est une espèce

pionnière très utilisée dans les stratégies de restauration pour récupérer les écosystèmes

perturbés ou désertifiés, fixer les pentes érodées et instables ainsi que les talus routiers et

autoroutiers (Herrera et al., 1993 ; Barea et al., 1996). Cette légumineuse arbustive est

capable d'établir des symbioses fixatrices d'azote atmosphérique avec des rhizobia (Quatrini et

al., 2002 ; Cardinale et al., 2008 ; Parker, 2014 ; Ramdani et al., 2020) et contribue ainsi à
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faire entrer l’azote atmosphérique sous forme organique dans les écosystèmes (Jackson et al.,

2008). Cette biofertilisation permet, d’une part, d’améliorer et restituer la fertilité des sols

appauvris et promouvoir par la suite une dynamique d’établissement d’un écosystème plus

stable en favorisant l’installation et la croissance d’autres plantes (Castro et al., 2002 ;

Gómez-Aparicio, 2009 ; Cardinale et al., 2010 ; Alday et al. 2014). D’autre part, cette

légumineuse offre des possibilités pour l’agronomie et la foresterie par son usage comme

plante « pionnière » capable de coloniser des sols pauvres et érodés, jouant ainsi un rôle dans

la préservation des écosystèmes, la stabilisation et la régénération des sols (Scippa et al.,

2006 ; Preti et Giadrossich, 2009) et dans la lutte contre l'érosion et la désertification des sols

(Castro et al., 2004 ; Bautista et al., 2007).
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2.2. Les Bactéries Nodulant les Légumineuses (BNL)

Beijerinck (1888) fut le premier à isoler une bactérie à partir des nodules racinaires, qu’il

appela Bacillus radicicola. Par la suite, Frank en 1889 l'a dénomma Rhizobium

leguminosarum (Kahindi, 1997 ; Terefework, 2002).

Rhizobia (rhizobiums) est un terme qui a été donné aux bactéries du sol qui sont capables

d’induire des nodules sur les légumineuses et de fixer l’azote atmosphérique en symbiose.

Moulin (2002) a proposé de substituer au terme « rhizobia » qui est un terme dérivé du nom

de genre Rhizobium, le terme BNL ou Bactéries Nodulant les Légumineuses (Zakhia et al.,

2004). En effet, il a été admis que les BNL appartiennent à la famille des Rhizobiaceae qui

comportent en outre les genres : Agrobacterium, Phyllobacterium, Rhizobium et

Bradyrhizobium ; parmi lesquels, seul un nombre limité de genres ont la capacité d’induire la

formation des nodules et d'établir avec les légumineuses, et même certaines non-légumineuses

(Ulmaceae du genre Parasponia) une association symbiotique qui se traduit généralement par

la possibilité pour ces végétaux d'assurer leur nutrition azotée aux dépens de l'azote

moléculaire (Giraud, 2007). Ces bactéries se présentent à l'état libre sous forme de bâtonnets à

Gram négatif, relativement courts et arrondis à leurs extrémités, de taille moyenne (1.2 à 3 µm

de long), non sporulantes et mobiles à l'état jeune par 1 à 6 flagelles. Elles sont aérobies

strictes à tendance micro-aérophile, hétérotrophes et diazotrophes (fixatrices d'azote

atmosphérique) (Jordan, 1984 ; MacLean et al., 2007).

2.2.1. Les concepts de base de la taxonomie des BNL

À l'état libre dans le sol, les rhizobia ne fixent pas l'azote atmosphérique et ils sont

difficilement identifiables, car ils ne présentent aucune caractéristique culturale,

morphologique, physiologique ou biochimique permettant de les distinguer des autres

bactéries (van Rhijn et Vanderleyden, 1995 ; Zakhia et de Lajudie, 2006). Seule la propriété

d'infecter et d'induire chez les légumineuses la formation de nodosités racinaires et parfois
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caulinaires, demeure un critère essentiel et absolu pour leur reconnaissance. Ainsi, la

classification intra-générique des bactéries nodulant les légumineuses au niveau de l’espèce

est basée en premier lieu sur les types de plantes hôtes ; c’est-à-dire une spécificité d’hôtes

pour la formation des nodules (infectivité) (Broughton et Perret, 1999 ; Sawada et al., 2003).

En effet, une souche de rhizobia ne peut pas infecter et noduler indifféremment n'importe quel

genre ou espèce de légumineuse. Des essais systématiques ont ainsi permis de définir des

groupes dits d'inoculation croisée, dans lesquels on a rangé toutes les souches de rhizobia

capables de noduler un ensemble donné de légumineuses et incapables d'induire la nodulation

en dehors de ce groupe de plantes. De ce concept, est également établie la notion de groupe

d'efficacité des souches qui fixent d'importantes quantités d'azote en association avec diverses

espèces de plantes nodulées. Les plus connus de ces groupes d'inoculation croisée ont été

élevés au rang d'espèces qui sont classées suivant leur vitesse de croissance in vitro sur le

milieu YEMB (Yeast Extract Mannitol Broth) (Zakhia et de Lajudie, 2001).

Dans la huitième édition du Bergey's Manual of Determinative Bacteriology (Buchanan et

Gibbons, 1974) et jusqu'aux débuts des années 1980, toutes les bactéries fixatrices d'azote

isolées des légumineuses étaient classées en un seul genre Rhizobium avec six espèces : R.

leguminosarum, R. trifolii, R. meliloti, R. phaseoli, R. lupini et R. japonicum (Zakhia et de

Lajudie, 2001) :

 R. leguminosarum, espèce regroupant toutes les souches de Rhizobium capables de

contracter une symbiose avec les légumineuses des genres Pisum, Lens, Lathyrus et Vicia;

 R. trifolii, espèce regroupant toutes les souches de Rhizobium capables de contracter une

symbiose avec les légumineuses du genre Trifolium ;

 R. meliloti, espèce regroupant toutes les souches de Rhizobium capables d'établir la

symbiose avec les légumineuses des genres Melilotus, Medicago et Trigonella ;
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 R. phaseoli, espèce regroupant toutes les souches de Rhizobium capables de contracter

une symbiose avec les légumineuses du genre Phaseolus ;

 R. lupini, espèce regroupant toutes les souches de Rhizobium capables d'induire la

symbiose avec les légumineuses du genre Lupinus ;

 R. japonicum, espèce regroupant toutes les souches de Rhizobium capables d'induire la

symbiose avec les légumineuses du genre Glycine max.

Sur la base de la vitesse de croissance in vitro sur le milieu YMB, les rhizobia ont été

ensuite reclassés dans deux groupes (Jordan, 1982):

 Groupe de rhizobia à croissance rapide (Fast growing rhizobia), représenté par le genre

Rhizobium dont le temps de génération est de 2 à 3 heures en milieu YMB et comporte R.

leguminosarum, R. trifolii, R. meliloti, R. phaseoli, R. lupini.

 Groupe de rhizobia à croissance lente (Slow growing rhizobia), représenté par le genre

Brayrhizobium, dont le temps de génération est supérieur à 6 heures en milieu YMB. Ce

genre ne comprenait que trois espèces définies : Bradyrhizobium japonicum (Jordan, 1982 et

1984), Bradyrhizobium elkanii (Kuykendall et al., 1992) et Bradyrhizobium liaoningense (Xu

et al., 1995).

La séparation des rhizobia en deux groupes, en fonction de leurs vitesses de croissance,

est confirmée par de nombreuses études utilisant la sérologie, la composition en

polysaccharides extracellulaires, les besoins nutritionnels, le métabolisme, les pourcentages

en nucléotides, l’hybridation ADN/ADN et l’analyse des ARN (Zakhia et de Lajudie, 2006).

2.2.2. Les concepts actuels de la taxonomie et de la phylogénie des BNL

On a longtemps considéré que les rhizobia, classées en biovars, étaient capables de ne

noduler qu'un spectre limité d'hôtes. Toutefois, leur classification (taxonomie) actuelle, même

si elle demeure essentiellement basée sur le concept de groupe d'inoculation croisée, a connu
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ces dernières années de profonds remaniements grâce à l’essor de nouveaux outils

moléculaires d’analyse de la biodiversité et l'isolement de nouvelles espèces de rhizobia

associées aux légumineuses non-prises en compte auparavant. Ainsi, le concept d'inoculation

croisée a montré ses limites et il a graduellement perdu sa fiabilité comme critère de

classification car :

 il peut y avoir des transgressions de rhizobia d'un groupe d'inoculation croisée à un

autre. En effet, une même BNL est capable de noduler un spectre d'hôtes plus ou moins large

(Hernandez-Lucas et al., 1995). C'est le cas notamment de la souche Rhizobium sp. NGR 234,

isolée de Lablab purpimus, capable de noduler plus de 100 genres de légumineuses ainsi que

la non- légumineuse Parasponia sp. (Pueppke et Broughton, 1999 ; Denison, 2000).

 il existe une hétérogénéité au sein d'un groupe. En fait, les techniques de taxonomie

moléculaire ont permis de montrer qu'une même plante pouvait être nodulée par différentes

espèces de rhizobia (Elkan, 1992 ; Sturz et al., 1997).

L'abandon du spectre d'hôte, comme critère important pris en compte pour la définition

des espèces et l'essor des méthodes modernes de biologie moléculaire ont ouvert de nouvelles

voies pour les sciences de l’évolution et notamment celle des bactéries. Ces méthodes ont

permis la publication des premiers arbres universels racinés avec les trois domaines, Archées,

Bactéries et Eucaryotes (Woese et al., 1990).

L’introduction de la taxonomie numérique, le développement d’algorithmes informatiques

et l’analyse moléculaire de séquences multiloci (MLSA) de gènes de ménage tels que : ADNr

16S, atpD (ATP synthase), recA (recombinase A), rpoB (RNA polymerase), glnI/glnA

(glutamine synthetase I), glnII (glutamine synthetase II), thrC (threonine synthase), ont

permis de distinguer de nouveaux genres et de décrire de nouvelles espèces de bactéries

capables de noduler les légumineuses, et de réviser la phylogénie des BNL (Zakhia et de

Lajudie, 2001 ; Berrada et Fikri-Benbrahim, 2014 ; Mousavi et al., 2014 ; Mousavi et al.,
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2015). Ainsi, sur la base du séquençage de l’ADNr 16S, plus de 200 espèces, réparties sur 18

genres sont récemment définis dans les classes  et - Protéobacteria (de Lajudie et al.,

2019) (Figure 7). A l’intérieur d’autres genres bactériens d’-Proteobacteria, des espèces

nommées Alpha-rhizobia comme Methylobacterium, Devosia, Ochrobactrum, Aminobacter,

Microvirga, Shinella et Phyllobacterium sont aussi capables de former une symbiose avec des

légumineuses (Willems, 2006; Maynaud et al., 2012; Dwivedi et al., 2015 ; Lindström et

Mousavi, 2020). Le peu des γ-Proteobacteria décrites sont des bactéries associées aux nodules 

des espèces de légumineuses du genre Hedysarum (Benhizia et al., 2004); alors que les

légumineuses nodulées par les α- et β-Proteobacteria présentent une grande diversité 

(Balachandar et al., 2007 ; Dwivedi et al., 2015).

Figure 7 : Arbre phylogénétique non-enraciné de séquences d’ADNr 16S sélectionnées de
α-, β- et γ-protéobactéries (d’après Masson-Boivin et al., 2009).

Les genres en caractères gras contiennent des rhizobia. Les souches ou espèces rhizobiennes dont les
génomes ont été complètement séquencés sont indiquées entre parenthèses. Les séquences de génomes
publiés sont celles de C. taiwanensis, M. loti, S. meliloti, R. leguminosarum, R. etli, A. caulinodans,
Sinorhizobium sp. strain NGR234, B. japonicum et Bradyrhizobium sp. BTAi1 et ORS278.
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2.3. Mécanismes impliqués dans l’interaction symbiotique

La symbiose entre les rhizobia et les plantes supérieures de la famille des légumineuses

est le résultat d'interactions complexes, impliquant deux processus étroitement contrôlés par la

plante : une infection bactérienne et la formation d’un nouvel organe, le nodule, dans lequel

l’azote atmosphérique est réduit (Limpens et Bisseling, 2003).

2.3.1.Stratégie de nodulation Nod-dépendante

2.3.1.1. Etapes de la nodulation

L’interaction symbiotique se déroule à travers une série d’étapes de développement dont

les modalités peuvent varier selon l'association considérée (Oldroyd, 2013). En général, les

différentes phases du développement d’un nodule fixateur d’azote sont analogues chez la

plupart des légumineuses tempérées et dont les grandes étapes sont détaillées ci-dessous et

représentées dans la figure (Figure 8) :

a-Phase d'adsorption et de reconnaissance (pré-infection)

C’est la phase de chimiotactisme et d’attachement des rhizobia aux racines de l'hôte. Les

rhizobia sont présentes dans le sol à l'état libre où elles se multiplient, mais ne peuvent fixer

l'azote que lors d'associations symbiotiques avec une plante-hôte compatible. Elles sont

attirées vers la rhizosphère des légumineuses par les composés organiques présents dans les

exsudats racinaires. Ces composés, constitués d'acides aminés et organiques, de vitamines,

d'hydrates de carbone, de bétaïnes et de composés phénoliques dont les flavonoïdes, peuvent

servir aux bactéries soit d'attractants (chimiotactisme) soit de source de nutriment et d'énergie.

En réponse à des signaux chimiques émis par la plante, les bactéries mobiles (rhizobia),

colonisent les racines par l’intermédiaire des poils absorbants (Caetano-Anollés et al., 1988 ;

Kape et al., 1991). Cette adhésion, qui se produit entre la plante-hôte et le microorganisme,

est due à la présence dans les parois de chaque partenaire de composés spécifiques. Chez les

bactéries ce sont des polyosides appelés lipo-chito-oligosaccharides (LCOs) et chez la plante
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supérieure, des glycoprotéines végétales appelées lectines (Dazzo et al. 1986 ; Diaz et al.

1989 ; Spaink et Carlson, 1996 ; Schultze et Kondorosi, 1998).

Les flavonoïdes, aussi bien que les bétaïnes et les acides erythronique et tetronique,

constituent les premiers signaux de reconnaissance et de spécificité entre les deux partenaires

de la symbiose (Gibson et al., 2008 ; Mönchgesang et al., 2016). Ils se fixent sur des facteurs

de régulation issus de l’expression des gènes nodD des bactéries, qui codent pour des

protéines régulatrices NodD en réponse aux inducteurs végétaux. L’activation de ces

protéines conduit à l’expression coordonnée des gènes de la nodulation (nod, noe et nol), qui

codent des enzymes catalysant la synthèse de facteurs Nod (FNs), responsables de la

reconnaissance de la plante-hôte et du déclenchement d'une succession d’événements

provoquant dédifférenciation et division cellulaire conduisant à l'organogenèse et à la

formation d’un nouvel organe racinaire, le nodule, au sein duquel les bactéries fixent l'azote

atmosphérique au bénéfice de la plante hôte (Dénarié et Truchet, 1979 ; Dénarié et al., 1996 ;

Peters, 1997 ; Walker et al., 2020).

Figure 8 : Echanges de signaux lors de la mise en place de la symbiose
Légumineuse Nod-dépendant (Partiellement adapté de Lindström et al., 2010).

Les flavonoïdes produits par la plante hôte (1) induisent l’expression des gènes nod de rhizobia (2).
Cela conduit à la production des facteurs Nod (3) qui vont eux-mêmes en retour induire la réponse de la

plante et l’initiation de la colonisation par la bactérie (4).
Le zoom montre un cordon d’infection passant le cortex racinaire vers un groupe de cellules en

division, qui deviendra le primordium nodulaire.
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b- Phase d'infection ou de pénétration des BNL

Ce processus de déformation des poils racinaires, appelé phénotype Had (Hair

deformation), est attribué à l'action localisée d'auxines végétales, plus particulièrement à

l'acide indole acétique (AIA). qui est issu de l'oxydation par les rhizobia du tryptophane

exsudé par les racines des légumineuses (Hirsch et al., 1989 ; Hirsch, 1992 ; Wasson et al.,

2006).

Les flavonoïdes sont des molécules du métabolisme secondaire 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 8000 (Tohge et al., 2017). Elles sont classées suivant l’arrangement des

cycles 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 et Grotewold, 2005).

c- Invasion du cytoplasme des cellules corticales par les BNL

Les bactéries pénètrent dans les cellules hôtes par une invagination de la membrane

plasmique des cellules du poil absorbant, soit à travers des lésions formées après hydrolyse

des parois cellulaires par des pectinases et/ou des cellulases bactériennes, soit à travers les

points de blessures ou de brèches occasionnées par des éléments extérieurs sur la paroi de

l'épiderme du poil racinaire (Vance, 1983 ; Sprent et Raven, 1992). Simultanément, la plante-

hôte met en place de nouvelles structures pariétales sous forme d'une structure tubulaire. Les

bactéries en se multipliant, s'entourent d'une gaine cellulosique d'origine végétale, envahissent

ce tube en donnant un cordon d'infection qui progresse jusqu’aux cellules du cortex racinaire

où il se ramifie (Foucher et Kondorosi, 2000).
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d- Division des cellules du cortex et formation d'un primordium nodulaire

Les bactéries sont libérées à l’intérieur des cellules corticales et induisent une reprise des

mitoses et une dédifférenciation de certaines cellules de l’hôte en zone centrale (cortex)

contenant les bactéries et en zone vasculaire périphérique (méristème nodulaire) ne

renfermant pas de bactéries (Newcomb, 1981). Il se constitue ainsi une zone particulièrement

favorable à une initiation méristématique dont l’activité va donner naissance à un primordium

nodulaire ou pré-nodule (Brewin, 1991 ; van Rhijn et Vanderleyden, 1995 ; Cullimore et al.,

2001). L'infection d'une cellule par le cordon d'infection est précédée d'un réarrangement du

cytosquelette, d'un déplacement du noyau vers le centre de la cellule et de la formation d'une

structure similaire à un phragmoplaste (van Brussel et al., 1992 ; Perret et al., 2000). De plus,

il a été observé au cours de cette phase d'infection des variations de flux de Ca2+, de protons,

de pH, la dépolarisation de la membrane plasmique ainsi que la dépolymérisation de

microfilaments (Ehrhardt et al., 1992 ; Allen et al., 1994).

e- bPhase de développement du nodule et maturation des bactéries

Le cordon infectieux croit en direction du nodule primordium à l’intérieur duquel sont

relarguées les bactéries. Il va se présenter sous la forme d'une excroissance du système

racinaire et constitue le siège de la symbiose, le nodule, qui peut être souterrain (cas de la

plupart des légumineuses) ou aérien (cas de Sesbania rostrata). À l'intérieur de cette structure,

chaque bactérie, une fois libérée dans le cortex, est entourée d'une membrane de séquestration

issue de l'hôte, appelée membrane péribactéroïde et l’ensemble forme ce que l'on appelle le

symbiosome (Udvardi et Day 1997 ; Ferguson et al., 2010).

Il existe deux types morphologiques de nodules en fonction de la forme et de l'activité

méristématique : nodules indéterminés ou nodules déterminés. Ils sont formés généralement

sur les racines des plantes comme c’est le cas chez les deux légumineuses modèles Medicago

truncatula et Lotus japonicus (Hirsch, 1992 ; Pawlowski et al., 1996 ; Gibson et al., 2008 ;
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Dupont et al., 2012) et parfois sur les tiges comme dans le cas de l’interaction Sesbania

rostrata-Azorhizobium caulinodans (Fernandez-Lopez et al., 1998). Une illustration de ces

différents types de nodules est présentée dans la figure 9.

Figure 9 : Représentation schématique des nodules matures de légumineuses

(A) : Nodule de type indéterminé, (B) : Nodule de type déterminé.
I, zone méristématique; II, zone d'infection; III, zone de fixation d'azote; IV, zone de sénescence;

V, zone saprophyte. (Dupont et al., 2012)

Lors de la formation des nodosités de type déterminé (B), l’activité mitotique du cortex

externe est éphémère, ce qui donne aux nodules leur forme sphérique ou arrondie dépourvue

de méristème permanent (non persistant). Ces nodules sont surtout observés chez les

légumineuses tropicales et sub-tropicales, comme le soja (Glycine max), l'arachide (Arachis

hypogea), la pongamia (Pongamia pinnata) et l’haricot (Phaseolus vulgaris), mais

comprennent également d'autres espèces tempérées telles que le lotier (Lotus japonicus)

(Ferguson et al., 2010). La zone centrale des nodules matures est globalement constituée

d’une zone de fixation d’azote (zone III), c'est-à-dire de cellules au même stade de

différenciation, plus ou moins infectées par les bactéroïdes fixateurs d'azote et d’une zone de

sénescence (zone IV). Au cours de la sénescence, les nodules en décomposition libèrent des

bactéroïdes dont la plupart peuvent revenir à un mode de vie libre et saprophyte (Dupont et al.,

2012).
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Les nodosités de type indéterminé (A) possèdent une structure plus complexe que les

nodosités de type déterminé. Elles se forment chez des espèces issues des régions tempérées,

telles que la luzerne cultivée (Medicago sativa), le pois (Pisum sativum), le trèfle (Trifolium

repens) et la luzerne tronquée (Medicago truncatula). Elles sont formées à partir du cortex

interne, généralement par les plantes utilisant la voie formant des cordons d’infection

intracellulaires (Boogerd et van Rossum, 1997 ; Timmers et al., 2005 ; Schumpp et Deakin,

2010). Du fait de la présence d’un méristème persistant à leur extrémité apicale, les nodosités

indéterminées possèdent une forme allongée et cylindrique (Boogerd et van Rossum, 1997 ;

Crespi et Galvez, 2000). Le nodule mature de ce type se différencie en cinq zones

histologiques, établies d’après la structure des bactéries qu’elles renferment : la zone

méristématique (I) exempt de bactéries, la zone d’infection (II) dans laquelle les cellules post-

mitotiques entrent dans le programme de différenciation des nodules et où les cordons

d'infection pénètrent dans les cellules végétales et libèrent les rhizobia, la zone de fixation

(III) dans laquelle les bactéroïdes sont capables de fixer N2, la zone de sénescence (IV)

proximale radiculaire observée dans les nodules plus anciens, où les bactéroïdes ainsi que les

cellules végétales sont dégradés et la zone saprophytique (V) (Vasse et al., 1990 ; Dupont et

al., 2012).

f- Fixation de l'azote par les bactéroïdes

Les bactéries se multiplient activement et subissent des transformations morphologiques

et physiologiques donnant des cellules irrégulières, plus volumineuses que les cellules

végétatives appelées bactéroïdes (Sutton, 1981). Le maintien de ces bactéroïdes est influencé

par des peptides du type NCRs (Nodules-specific Cystein-Rich). Les NCRs sont des peptides

de défense extrêmement abondants dans les nodules de certaines légumineuses pouvant avoir

un rôle positif ou négatif sur la vie intracellulaire des bactéroïdes (Czernic et al., 2015 ;

Arnold et al., 2018 ; Walker et al., 2020). C'est sous cette forme de bactéroïdes que les
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rhizobia sont capables de synthétiser la nitrogénase et produisent conjointement avec la

plante-hôte la leghémoglobine, une homoprotéine dont la partie protéique (globine) est

synthétisée par la plante et la partie non-protéique (hème) secrétée par les bactéroïdes

(Dénarié et Truchet, 1979, Dilworth, 1980). Cette hémoprotéine joue un rôle important dans

la symbiose, car elle protège la nitrogénase des effets néfastes de l'oxygène tout en assurant

aux bactéroïdes une oxygénation suffisante (Appleby, 1984 ; Guldner et al., 2004).

2.3.1.2. Structure chimique des facteurs Nod

La structure des facteurs de nodulation (FNs) a été établie pour la première fois par

Lerouge et ses collaborateurs en 1990 chez Rhizobium meliloti. Par la suite, cette structure a

été élucidée chez d'autres rhizobia isolées de différentes légumineuses. Ce sont des lipo-chito-

oligosaccharides (LCOs) constitués d’un squelette de base composé de 3 à 6 unités de N-

acétylglucosamine (GlcNAc) reliées entre elles par des liaisons -(14), et une chaîne

d'acide gras fixée sur la fonction amine de la glucosamine terminale non-réductrice du

squelette de chitine. Ces oligomères, de faible poids moléculaire, sont substitués par des

groupes chimiques divers (fucose, carbamate, méthyle, arabinose, mannose, sulfate et acétate)

présents sur les glucosamines situées aux deux extrémités (Downie et Walker, 1999 ; Spaink,

2000 ; Perret et al., 2000 ; Downie, 2010) (Figure 11 et Tableau IV).

Figure 10 : Structure générale des facteurs Nod produits par les rhizobia (Perret et al.,
2000). La présence de substituants numérotés R1-R6 est variable au sein des souches de rhizobia.
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La longueur et la saturation de la chaîne de l’acide gras ainsi que les différents

substituants greffés sur le squelette du LCOs jouent un rôle-clé dans le spectre d'hôte des

bactéries et constituent donc un deuxième signal déterminant la spécificité de reconnaissance

entre les partenaires de la symbiose (Perret et al., 2000).

Par ailleurs, il a été démontré que les extraits purifiés de facteurs Nod peuvent déclencher,

spécifiquement chez les plantes-hôtes, et à de faibles concentrations (jusqu'à 10-12 M), des

réactions similaires à celles qui sont observées après infection avec des bactéries entières :

déformations des poils absorbants, division de cellules corticales racinaires et, dans certains

cas, formation des nodosités vides de bactéries (Dénarié et al., 1996 ; Downie, 2010).
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Tableau IV : Variations de la structure des facteurs Nod (Perret et al., 2000).

Strains Acyl R1 R2 R3 R4 R5 R6 n

A. caulinodans
ORS 571

C18 :1, C16 :0 Me OH Cb, H Fuc, H Ara, H OH 1,2

B. elkanii USDA61 C18 :1 Me, H Cb, H Ac, H MeFuc H OH 1,2
B. japonicum
USDA110

C16 :0, C16 :1,
C18 :1

H OH H MeFuc H OH 2

Rhizobium sp.
strain GRH2

C16 :0, C18 :0,
C18 :1, C20 :1

Me, H OH H S, H H OH 1, 2, 3

Rhizobium sp.
strain ORS1645

C18 :0, C18 :1 Me Cbc Cbc S, H H OH 2

Rhizobium sp.
strain NGR234

C16 :1,
C18 :0, C18 :0

Me Cb, OH Cb, H
MeFuc,

AcMeFu,
SMeFuc

H OH 2

R. etli CFN42 C18 :1 Me Cb, OH H AcFuc H OH 2
R. etli CE43 C18 :0, C18 :1 Me Cb, OH H AcFuc H OH 2
R. fredii
USDA191b

C18 :1, C18 :0,
C16 :1

H H H
Fuc,

MeFuc
H H 0, 1, 2

R. fredii USDA257 C18 :1 H OH H
Fuc,

MeFuc
H OH 0, 1, 2

R. galegae
C18 :1, C18 :2,
C18 :3, C20 :2,

C20 :3

H OH Cb H H Ac 1

R. huakuiid C18 :4 H OH H S H OH 2
R. leguminosarum
bv. trifolii ANU843

C16 :0, C16 :1,
C18 :0, C18 :1,
C18 :2, C20 :3

H OH H, Ac H H OH 0, 1, 2

R. leguminosarum
bv. trifolii LPR5045

C18 :0, C18 :1,
C20 :3, C20 :4

H OH Ac H H OH 2

R. leguminosarum
bv. trifolii RBI5560

C18 :1, C18 :4 H OH Ac H H OH 1,2

R. leguminosarum
bv. viciae TOM

C18 :1, C18 :4 H OH Ac Ac H OH 1, 2

R. loti NZP2213

C16 :0, C16 :1,
C18 :0, C18 :1,

C20 :0,
C20 :1, C22 :1

H Cb H
Fuc,

AcFuc
H Fuc

-1, 0, 1,
2

R. loti NZP2037
C18 :0, C18 :1,
C16 :1, C16 :2,

C16 :3

Me Cb Cb AcFuc H OH 2

R. meliloti
RCR2011

C16 :1, C16 :2,
C16 :3

H OH H, Ac S H OH 1, 2

R. tropici CFN299 C18 :1 Me OH H S, H H OH 2
S. saheli ORS611 C16 :0, C18 :1 Me Cbc Cbc Fuc, H Ara, H OH 2
S. teranga bv.
acaciae ORS1602

C16 :0, C18 :0,
C18 :1

Me Cbc Cbc S, H H OH 2

a Abréviations: Ac, acétyle; Ara, arabinosyle; Cb, carbamoyle; Fuc, fucosyl; H, hydrogène; Me, méthyle;
S, sulfate; MeFuc, méthylfucose; AcMeFuc, méthylfucose acétylé; SMeFuc, méthylfucose sulfaté.
b Dans l'USDA191, une fraction mineure de la N-acétylglucosamine marquée en brun est remplacée par un
glucose.
c Le groupe carbamoyle est sur R2 ou R3.
d Les facteurs Nod de R. huakuii sont partiellement glycolylés à la position C-2 de l'extrémité réductrice.
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2.3.1.3. Bases moléculaires de la nodulation

L'induction de nodules fixateurs d'azote chez une légumineuse est un phénomène contrôlé

par une régulation hôte-spécifique de l'expression des gènes de nodulation des deux

partenaires de la symbiose. Lors des étapes précoces de la symbiose, les substances émises

par la légumineuse induisent chez les rhizobia, l’activation ou la répression de l’expression

des gènes de nodulation. Plusieurs études ont permis d’identifier ces gènes chez les rhizobia.

Ils sont classés en trois catégories, selon qu’ils soient communs à tous les rhizobia,

spécifiques d’une espèce donnée ou des gènes régulateurs (Dénarié et al., 1996 ; Long, 2001 ;

Wais et al., 2002 ; Downie, 2010).

 les gènes nod communs (nod ABC), aussi appelés gènes structuraux, sont

présents chez les différentes espèces de rhizobia, à l’exception de certains Bradyrhizobium

(Giraud et al., 2007 ; Miché et al., 2010). Ils sont nécessaires à la synthèse du squelette N-

acétylglucosamine et à la fixation du fragment lipidique à l'extrémité non-réductrice des

FNs. Ces gènes sont très conservés et interchangeables entre les espèces de rhizobia sans

généralement affecter la gamme de légumineuses nodulées (Dénarié et al., 1996 ; Wais et

al., 2002 ; Downie, 2010). La mutation d'un seul des gènes nodABC entraine la perte de la

capacité de la bactérie à déformer les poils absorbants (phénotype Nod-) ou à initier la

division des cellules corticales de la plante. Le gène nodC code une β-(14)-N-acétyl-D-

glucosaminyl transférase dont le rôle est de former le tétramère ou le pentamère de chitine

à partir du précurseur UDP-GlcNAc. Le sucre terminal non-réducteur de l’oligomère de

chitine est ensuite N-dé-acétylé par le produit du gène nodB (de-N-acétylase) et acylé à la

même position par l’activité du gène NodA (N-acétyl transférase). Le produit de ces trois

enzymes est une molécule lipo-chito-oligosaccharidique (LCOs) (Cleyet-Marel et al.,

1996).
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 la gamme d'hôtes d'un rhizobia donné est déterminée par les gènes hsn (host

specific nodulation gene) spécifiques de nodulation de la plante-hôte et de la structure

exacte des FNs résultants. Ces gènes contribuent à la poursuite de la modification des

extrémités réductrices et non-réductrices du squelette lipo-chito-oligosaccharidique des

FNs. Ils ne sont pas nécessairement présents chez tous les rhizobia et ils sont non

interchangeables (Sharma et al., 1993). Dans le cas de Sinorhizobium meliloti, six gènes

nod spécifiques à l'hôte (nodL, nodE, nodF, nodP, nodQ et nodH) sont responsables des

substitutions trouvées sur ses FNs. La mutation d'un de ces gènes peut modifier le spectre

d'hôte de la souche. Ainsi par exemple, des mutants de R. meliloti affectés sur le gène

nodH n'ont plus le pouvoir de noduler leur hôte homologue, la luzerne (Nod-), mais

peuvent alors noduler la vesce, un hôte hétérologue (Horvath et al., 1987). Une acétyle

transférase, codée par le gène nodL, contrôle l’ajout du groupement acétyle à l’extrémité

non- réductrice du lipo-chito-oligosaccharide (Spaink et al., 1991). Les gènes nodE et

nodF codent une protéine de transport des acides gras et une β-kétoacyle synthase

respectivement, qui sont impliquées dans la biosynthèse de l’acide gras palmitoléique

insaturé (C16 : 2). Après production de l’intermédiaire réactionnel du donneur de

groupement sulfate par l’action des enzymes NodP et NodQ, la sulfotransférase NodH

ajoute le groupement O-sulfate sur le sucre réducteur (Dénarié et al., 1996).

 l'expression des gènes nod communs et des gènes hsn spécifiques est contrôlée

par des gènes régulateurs appelés gènes nodD. Ces derniers sont présents en nombre de

copies variables chez les Rhizobiaceae (Mulligan et Long, 1989). Bien que certaines

espèces de rhizobia ne portent qu'une seule copie de nodD, de nombreuses espèces portent

deux ou trois copies de nodD similaires mais non identiques (Rodriguez-Quinones et al.,

1987 ; Appelbaum et al., 1988). R. meliloti possède trois exemplaires de nodD, désignés

nodD1, nodD2 et nodD3, ce qui constitue un avantage pour l’augmentation de
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l’interaction avec la plante-hôte (Mulligan et Long, 1989 ; Schlaman et al., 1992). Les

protéines NodD, présentes chez les rhizobia, sont des facteurs de transcription de la

famille LysR (Fisher et al., 1988) ; elles activent la transcription des gènes de nodulation

(nod, noe et nol) en se liant à des séquences d'ADN appelées nod box, situées en amont

des gènes nod. Les protéines NodD n'exercent toutefois leur rôle d'activateurs

transcriptionnels qu'en présence de flavonoïdes, présents dans les exsudats racinaires des

plantes hôtes (Peters et al., 1986 ; Long, 1989 ; Walker et al., 2020).

2.3.2. Autres stratégies de nodulation

Depuis longtemps, la capacité à déclencher la formation de nodules a été identifiée chez la

plupart des espèces de rhizobia au sein des α- et β-Protéobactéries. Ces bactéries utilisent la 

stratégie des facteurs Nod (FNs), produits sous le contrôle des gènes de nodulation bactérien

qui sont activés par les flavonoïdes végétaux (Perret et al., 2000 ; Oldroyd, 2013). Cependant,

depuis la découverte que certaines souches photosynthétiques de Bradyrhizobium, dans

lesquelles les gènes nodABC n’ont pas été détectés et sont capables de noduler certaines

espèces d’Aeschynomene (A. sensitiva et A. indica par exemple) (Giraud et al., 2007 ;

Chaintreuil et al., 2013 ; Fabre et al., 2015), laisse indiquer l’existence d’autres stratégies

supplémentaires aboutissant à la nodulation (Masson-Boivin et Sachs, 2018).

Un exemple de stratégie alternative fait intervenir les systèmes de sécrétion de type III, de

type IV et de type VI (aussi appelés T3SS, T4SS, T6SS) chez les rhizobia (Figure 10). Ces

systèmes initialement identifiés chez les agents pathogènes, animaux et végétaux, permettent

la sécrétion de molécules effectrices à l'intérieur des cellules hôtes qui suppriment le système

de réponse de défense des plantes et favorisent l'infection (Hueck, 1998 ; Hubber et al., 2004 ;

Bartsev et al., 2004 ; Nelson et Sadowsky, 2015 ; Ryu, 2015 ; Bernal et al., 2018). Ils sont

largement présents dans les rhizobia, où ils sont généralement contrôlés par les protéines

régulatrices NodD, suggérant que ces systèmes ont été sélectionnés par les rhizobia Nod-
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dépendant à des fins symbiotiques au cours de l'évolution (Sugawara et al., 2013 ; Okazaki et

al., 2016).

Figure 11 : Les différentes stratégies de nodulation chez les symbiotes de légumineuses
(Masson-Boivin et Sachs, 2018).

En vert, la stratégie faisant intervenir le T3SS et des effecteurs bactériens. En rouge, la stratégie
commune utilisant les facteurs Nod. En bleu, la stratégie non-Nod/non-T3SS.

CSSP : Common Symbiotic Signalisation Pathway (voie commune de signalisation de la symbiose).
A : Aeschynomene. IT : Infected Thread (Cordon d'infection).

Certaines souches de rhizobia, telles que Bradyrhizobium elkanii USDA61 et

Bradyrhizobium sp. STM6978, sont capables de libérer dans la plante des effecteurs

bactériens via leur système T3SS. En absence de facteurs Nod, ces effecteurs sont capables

d’activer la voie de signalisation symbiotique commune (CSSP : Common Symbiotic

Signaling Pathway) et d’établir une symbiose fixatrice d’azote (Okazaki et al., 2013, 2016).

Une autre stratégie, génétiquement non caractérisée, a permis de mettre en place une

symbiose fixatrice d’azote sans faire intervenir les facteurs Nod, ni les fonctions du T3SS,

mais elle emprunte la voie de signalisation commune (CSSP).
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Depuis cette découverte, Aeschynomene evenia est apparu comme une nouvelle

légumineuse modèle pour l’étude et la compréhension des mécanismes moléculaires d'un

processus symbiotique alternatif indépendant des facteurs Nod (Chaintreuil et al., 2016).



Matériel et Méthodes
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1. SITES D’ECHANTILLONNAGE

L'étude a été menée sur les bactéries isolées à partir des nodules racinaires de S. junceum

(L.) collectés in natura. Après une prospection réalisée à travers les différents espaces

géomorphologiques de la région de Béjaia (Nord-est d’Algérie), quatre (04) sites ont été

retenus pour l’échantillonnage du matériel végétal (nodules, gousses et graines) et des sols. Il

s’agit d’Adekar (36°43'25.10"N ; 4°34'54.56"E, 718 m d'altitude), de Barbacha

(36°43'33.29"N ; 4°58'21.76"E, 721 m d'altitude), de Semaoune (36°37'35.32"N ;

4°49'26.20"E, 200 m d'altitude) et de Sidi-Aïch (36°35'33.80"N ; 4°40'11.80"E, 111 m

d'altitude) (Figure 12). Le choix de ces stations est motivé essentiellement par les critères

suivants : l’aire de répartition et l’abondance de cette légumineuse. La région de Béjaïa fait

partie de l’étage bioclimatique humide et bénéficie d'un climat tempéré, caractéristique des

zones méditerranéennes. Elle se caractérise par des étés chauds et secs et des hivers doux et

humides. Elle est parmi les régions les plus arrosées d'Algérie. Pendant l'année, la température

moyenne est de 16.9°C et les précipitations annuelles sont en moyenne de 739 mm. Sur les

hauteurs (Adekar, Barbacha), le climat est beaucoup plus rude, avec parfois des températures

négatives et une neige abondante l'hiver et des étés chauds.

Figure 12 : Localisation des sites d’échantillonnage des nodules, des gousses
de S. junceum (L.) et des sols de la région de Béjaia.

Chapitre II : MATERIEL ET METHODES
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Les racines de S. junceum (L.) ont été retirées délicatement du sol selon la technique de

Vincent (1970), elles sont ensuite débarrassées manuellement de l’excès de sol lié. Des

fragments de racines de 2 à 3 cm de long, contenant des nodules frais non endommagés sont

placés dans des tubes contenant un agent dessiccateur (granulés du CaCl2) surmonté du coton,

puis transportés au laboratoire. Dans chaque site, des échantillons de sols ont été recueillis à

proximité immédiate de la plante à une profondeur de 0-25 cm. Ils sont ensuite recueillis dans

des sachets en plastique et acheminés au laboratoire pour analyse. Enfin, les gousses mûres

contenant les graines de S. junceum (L.) ont également été prélevées directement sur les sites

d'échantillonnage en période d’été et conservées à 4°C.

2. ANALYSES PHYSICO-CHIMIQUES DES SOLS

Les sols prélevés des stations d’étude sont séchés à l'air libre, broyés et passés à travers un

tamis à mailles rondes de 2 mm de diamètre. Les fractions fines de terre obtenues ont subi des

analyses physico-chimiques dans le but de déterminer leurs principales propriétés

pédologiques. Les analyses des sols sont effectuées selon les techniques pédologiques

utilisées au Centre d’Etudes Phyto-sociologique et Ecologiques Louis Emberger, France.

2.1. Détermination de la texture

La texture des sols est déterminée par la méthode internationale modifiée par l’emploi de

la pipette de Robinson. Après destruction de la matière organique par l’eau oxygénée (20V) et

dispersion des ions floculant par le pyrophosphate de sodium (40g/l), les différentes particules

classées selon l’échelle d’Atteberg ont été prélevées au cours de la sédimentation selon la loi

de Stockes. Ainsi, les particules les plus fines : les argiles (<2µm) et les limons fins (2µm

<<50µm) sont prélevés par la pipette de Robinson. Les particules de diamètre >50µm sont

récupérées après élimination des fractions fines par siphonage puis séchées à l’étuve à 105°C.

Les limons grossiers (50µm <<200µm), les sables fins (200µm <<500µm) et les sables
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grossiers (500µm <<2mm) sont séparés par tamisage et la classe texturale des sols est

déterminée par le triangle de texture conçu par USDA (1954).

2.2. Dosage de l’azote total

L'azote total du sol est dosé par la méthode Kjeldahl. L’azote organique du sol est

transformé en azote ammoniacal sous l’action de l’acide sulfurique concentré, à chaud et en

présence d’un mélange catalyseur renfermant du sélénium. Dans ces conditions, l’azote

organique se trouve sous forme de sulfate d’ammonium. Celui-ci est neutralisé par NaOH

(40%), puis distillé grâce à l’appareil de type VELP (UDK 142). L’ammonium libéré par

entraînement à la vapeur d’eau est recueilli dans une solution d’acide borique (H3BO3 à 4%)

et titré à froid à l’aide d’une solution d’H2SO4 (N/50) en présence de l’indicateur de Tashiro.

2.3. Dosage du carbone total

Le dosage de la matière organique du sol est effectué selon la méthode Anne modifiée

(1945). Le carbone de la matière organique du sol est oxydé à chaud en CO2 par un mélange

de K2Cr2O7 (8%) et de H2SO4 concentré. L’excès de bichromate est dosé à froid par une

solution de sel de Mohr (0,2N) en présence de NaF et de diphénylamine. Le taux de matière

organique (MO) est déterminé en multipliant le pourcentage du carbone organique (C%) par

un facteur de 1.72 (MO% = C% x 1.72).

2.4. Dosage du phosphore assimilable

Le phosphore (P) assimilable des sols est dosé selon la méthode Olsen (Jackson, 1958).

L’extraction du P est réalisée avec une solution de bicarbonate de sodium (NaHCO3, 0.5M et

à pH 8.5) dans un rapport prise d’essai/volume d’extraction (m/v = 1/20). Le dosage du P

extrait est basé sur la formation et la réduction d'un complexe phospho-molybdique formé

sous l'effet de la chaleur qui, en présence du chlorure stanneux (SnCl2), développe une

coloration bleue susceptible d'un dosage spectrophotométrique à une longueur d’onde  =

660 nm.
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2.5. Détermination du pH

La mesure de l’acidité des sols est effectuée sur une suspension aqueuse dont le rapport

sol/solution =1/2.5, soit dans l’eau (pHeau ou acidité actuelle), soit dans des solutions normales

de KCl (pHKCl ou acidité potentielle), à l’aide d'un pH-mètre à lecture directe préalablement

étalonné.

2.6. Dosage du calcaire total

Les teneurs des sols en calcaire total (CaCO3) sont déterminées par la méthode

gazométrique. Les carbonates de calcium (CaCO3) sont décomposés par l’HCl (dilué au 1/2),

les volumes du CO2 dégagé sont recueillis dans un tube gradué et mesurés à l’aide d’un

calcimètre de Bernard, préalablement étalonné par l’attaque à l’HCl de quantités connues de

CaCO3 pur. Ainsi, les volumes de CO2 dégagé sont proportionnels aux quantités de

carbonates de calcium présents dans le sol.

2.7. Mesure de la conductivité électrique (CE)

La conductivité électrique (CE) d’un sol nous renseigne sur sa teneur globale en sels

dissouts. Elle est mesurée sur un extrait aqueux dont le rapport sol/eau = 1/5 au moyen d’un

conductimètre et exprimée en µS/cm-1 à 25°C.

3. ISOLEMENT DES BACTERIES A PARTIR DES NODULES

Pour l'extraction, l'isolement, la purification et la conservation des souches bactériennes,

les méthodes adoptées sont celles préconisées par Vincent (1970) et par Somasegaran et

Hoben (1994).

3. 1. Désinfection des nodules racinaires

Au laboratoire, les nodules secs sont détachés des racines à l’aide d’un scalpel de leur

point d’attache, ensuite réhydratés pendant une nuit à l’eau distillée puis séchés avec du

papier filtre. Ils ont été désinfectés superficiellement par immersion dans un bain d’éthanol à

75° pendant 30 secondes, suivie d’un bain d’HgCl2 acidifié à 0.1% pendant 3 minutes. Les
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nodules ont été ensuite rincés abondamment avec de l’eau distillée stérile afin d’éliminer toute

trace de mercure pouvant compromettre la croissance des bactéries.

3.2. Extraction des bactéries des nodules

Sitôt désinfecté, chaque nodule est écrasé en conditions d’asepsie dans un tube Eppendorf

contenant 50µl d’eau physiologique stérile (0.9% NaCl) à l’aide d’un piston pellet bleu en

polypropylène stérile (Merck Eurolab). Le broyât nodulaire obtenu est alors ensemencé par

stries sur boites de Pétri contenant le milieu Yeast Extract Mannitol Agar (YEMA) additionné

de rouge Congo (0.0125%) (Annexe I) (Vincent, 1970). Les boites sont incubées à 28°C

pendant plusieurs jours pour permettre la croissance des rhizobia à croissance lente.

3.3. Purification et conservation des bactéries

Les colonies bactériennes présumées appartenir aux rhizobia, ayant absorbé peu ou pas de

rouge Congo et reconnaissables par leur aspect gommeux et translucide, sont isolées et

purifiées par repiquages successifs sur le milieu YEMA. La pureté des colonies est vérifiée

également par observation au microscope photonique des cellules bactériennes à l’état frais et

après coloration de Gram. Au terme de cette purification, les souches bactériennes sont

conservées à 4°C dans des tubes à essai contenant le milieu YEMA incliné, additionné de 3g/l

de CaCO3 (utilisé comme un agent neutralisant l’acidité du milieu) et à -80°C dans des tubes

de cryoconservation stériles contenant du glycérol à 20%.

4. CARACTERISATION SYMBIOTIQUE DES BACTERIES

4.1. Test de nodulation et d’efficacité

La capacité d’infecter les racines de certaines légumineuses et d’y provoquer l’apparition

de nodules reste le seul critère de base pour vérifier l’appartenance d’une souche aux BNL ou

rhizobia (Vincent, 1970 ; Beck et al., 1993). Ainsi, la capacité infective de nos isolats a été

évaluée par la présence de nodules observables sur les racines de S. junceum (L.)

(Somasegaran et Hoben, 1994).
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4.1.1. Préparation des plantes axéniques

4.1.1.1. Désinfection et germination des graines

Pour lever l’inhibition tégumentaire, les graines de S. junceum (L.) sont scarifiées à l’aide

du papier verre, puis traitées à l’acide sulfurique concentré (H2SO4) pendant 30 minutes,

ensuite rincées abondamment à l’eau distillée stérile pour éliminer toute trace d’acide. Au

dernier lavage, les graines sont laissées gonfler pendant 3 heures afin d’éliminer celles qui

flottent jugées mauvaises, seules les semences saines sont déposées dans des boîtes de Pétri

contenant de l’eau gélosée stérile à 1% (m/v) et mises à germer à 25°C à l’obscurité jusqu'à

l’apparition des radicelles.

4.1.1.2. Culture des plantes

Les plantules dont la longueur des radicelles atteint 2 à 3 cm sont transférées stérilement

dans des flacons sérum de 250 ml contenant le milieu Fahraeüs semi-solide (0,8%) stérile

(Fåhraeus, 1957), à raison d’une plantule/flacon. Les dispositifs de germination sont bouchés

au coton cardé et la partie inférieure des flacons est recouverte avec du papier aluminium afin

d’assurer l’obscurité nécessaire au développement des racines.

4.1.1.3. Inoculation des plantes

Trois jours après transfert, les flacons contenant les plantes sont inoculés avec 1ml d’une

suspension bactérienne renfermant environ 108 bactéries/ml de chacune des souches utilisées.

Ces inocula proviennent de la centrifugation (5000 tours/min, pendant 10 minutes) de cultures

en phase exponentielle de croissance sur milieu YEMB. Les cellules bactériennes sont lavées

et remises en suspension dans de l’eau physiologique (0.9%) et leur magnitude numérique est

évaluée sous un microscope à l’aide d’une chambre de comptage de type Malassez

(profondeur 0.01 mm).

Les dispositifs de germination ainsi préparés sont placés dans une chambre de culture à

une température de 25°C le jour et 18°C la nuit, avec une photopériode de 16/8 heures



54

jour/nuit et une humidité relative de 60 à 70%. Deux témoins de plantes non inoculées ont été

préparés : l'un recevant 10 mM de KNO3 comme témoin positif et le second en tant que

témoin négatif avec seulement le milieu Fahraeüs exempt d'azote.

4.2. Performance symbiotique des isolats bactériens

Après douze semaines de culture, les plantes ont été retirées des flacons en prenant soin de

ne pas endommager leur système racinaire. Ensuite, les parties aériennes (tiges et feuilles) des

plantes sont séparées des racines au niveau du nœud cotylédonaire. Les racines sont lavées à

l’eau courante et examinées pour détecter la présence de nodules. S’ils sont présents, les

nodules sont dénombrés (NN).

Les parties aériennes des plantes ayant contracté la nodulation sont séchées dans une étuve

à 65°C et leurs poids de matière sèche (PMS) ont été déterminés par pesée. Les parties

aériennes sèches du végétal ont été réduites en poudre fine à l’aide d’un broyeur à billes et

leurs teneurs en azote total (NT) sont déterminées par la méthode de Kjeldahl (Bremmen et

Mulvaney, 1982).

La performance symbiotique des isolats bactériens ayant induit la nodulation chez leur

plante hôte d’origine, par rapport au témoin positif, a été évaluée en calculant le pourcentage

d'efficacité symbiotique (%ES) défini par Beck et al. (1993) comme :

Avec : PSPI, poids secs des plantes inoculées et PSPFNI, poids secs des plantes fertilisées

et non inoculées. Ainsi, les isolats ont été évalués très efficaces (ES > 80%), efficaces (50-

80%), moins efficaces (35-50%) ou inefficaces pour ES <35%.

4.3. Traitement statistique des données

Le dispositif expérimental adopté était en blocs aléatoires complets. Les valeurs des

paramètres de croissance : PMS (poids de matière sèche des parties aériennes) et NT (azote

total des parties aériennes) et celles liées à la nodulation NN (Nombre de Nodules/plante)

représentent les moyennes de trois répétitions. L’analyse des données a été réalisée par

.100% x
PSPFNI

PSPI
ES 
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ANOVA à un seul facteur à l’aide du logiciel XLSTAT 2016, version 2.0. Le test de Tuckey

HSD a été utilisé pour la comparaison des moyennes lorsque l’analyse de variance révèle des

différences significatives entre les traitements, au seuil de probabilité de 5%. Les relations

entre les différents paramètres analysés ont été déterminées par l’analyse des coefficients de

corrélation de Pearson.

5. CARACTERISATION PHENOTYPIQUE DES BNL

Les souches authentifiées par le test de nodulation ont fait l’objet d’une caractérisation

phénotypique par une série de tests morphologiques, biochimiques et physiologiques selon les

recommandations du IBP (Vincent, 1970 ; Somasegaran et Hoben, 1994) et la méthodologie

préconisée par l’American Society for Microbiology (Smibert et Krieg, 1984).

5.1. Détermination des caractères morphologiques

5.1.1. Morphologie des colonies

Les caractéristiques morphologiques des colonies sont étudiées à travers la forme, la taille,

le contour, l’aspect, la couleur, l’opacité, la pigmentation, l’élévation et la mucoïdité. Cette

description est déterminée sur des colonies obtenues sur le milieu YEMA après 7 jours

d’incubation à 28°C.

5.1.2. Morphologie des cellules bactériennes

La forme, la taille, la mobilité et la présence des granules de poly-ß-hydroxybutyrate

(PHB) ont été déterminées par observation au microscope photonique à l’état frais d’une

suspension bactérienne obtenue sur le milieu YEMB. La coloration de Gram est celle

préconisée par Vincent (1970). Elle consiste à traiter les bactéries par une solution de cristal

violet, suivi d’un mordançage au lugol et d’un rinçage à l’eau distillée. Les cellules

bactériennes sont ensuite contrastées par une solution aqueuse de safranine.



56

5.2. Etude de la croissance bactérienne

5.2.1. Préparation des inocula bactériens

Les pré-cultures des bactéries sont réalisées à partir des colonies âgées de 7 jours dans 5ml

de milieu YEMB, incubées sous agitation à 28°C (170 rpm/min). Pour amplifier la culture,

1ml de chaque pré-culture est introduit dans 30 ml de milieu YEMB réparti en erlenmeyer de

100 ml. Après une incubation de 7 jours à 28°C sous agitation, les cultures sont centrifugées à

4500 tours/min pendant 20 minutes. Les culots ainsi recueillis sont lavés deux fois avec de

l’eau physiologique stérile (KCl, 0.9%) afin d’éliminer toute trace du milieu. Les culots sont

suspendus dans 20 ml d’eau physiologique stérile. Un dénombrement direct des bactéries en

suspension est réalisé à l’aide d’une cellule de comptage de type Malassez (profondeur 0.01

mm). Ces suspensions bactériennes sont ensuite ajustées de façon à obtenir une densité finale

de 106 cellules/ml.

5.2.2. Mesure de la croissance bactérienne

L’étude de la croissance des bactéries est suivie dans le milieu YEMB, renfermant du

mannitol comme seule source de carbone et d’énergie. Le milieu est réparti à raison de 100 ml

par erlenmeyer de 250 ml. Il est ensuite inoculé par des suspensions bactériennes ajustées à

une densité optique de 0.1 (= 600 nm), puis incubé sous agitation à 28°C. La croissance

bactérienne est évaluée par la mesure de DO à 600nm sur des prélèvements effectués chaque

6 heures.

Les paramètres de croissance de nos souches, à savoir : le temps de génération (G) et le

taux de croissance(µ) sont calculés selon les équations suivantes :

et

Avec :
G : Temps de Génération (h) ; µ : Taux de Croissance (h-1) ; DOf : Densité Optique finale ;
DOi : Densité Optique initiale ; tf - ti : Intervalle de temps.

if

if

t-t

logDO–logDO
G

G
µ

693,0

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5.3. Détermination des caractères biochimiques

5.3.1. Test au bleu de bromothymol (BTB)

Ce test permet de vérifier la capacité des souches à alcaliniser ou à acidifier le milieu

YEMA et de distinguer les bactéries à croissance lente (genre Bradyrhizobium) de celles à

croissance rapide (genres Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium,…) (Jordan, 1984). Il

est réalisé dans des boites de Pétri contenant le milieu YEMA additionné de bleu de

bromothymol à une concentration de 0.0025% (m/v). Les boites ensemencées par les souches

bactériennes ont été mises en incubation à 28°C pendant 5 à 7 jours. Le virage du milieu au

jaune indique l’acidification du milieu, caractéristique des bactéries à croissance rapide ; alors

que le virage du milieu au bleu indique l’alcalinisation du milieu, caractéristique des bactéries

à croissance lente.

5.3.2. Mise en évidence de quelques enzymes

L’activité de la catalase est mise en évidence selon la technique classique de Kovacs qui

emploie l’eau oxygénée à 11 volumes, tandis que celle de l’oxydase est recherchée à l’aide

d’un papier réactif imprégné d’oxalate N-diméthylparaphénylènediamine sur des colonies

bactériennes obtenues sur le milieu YEMA. La -galactosidase est révélée par l’emploi de

disques imprégnés d’orthophényl--D-galactopyranoside. L’enzyme nitrate réductase est

recherchée sur le milieu bouillon nitraté à l’aide de réactif de Griess-Ilosvay. L’adition de

poudre de zinc au milieu permet également de détecter la présence de nitrite réductase,

responsable de la réduction des nitrites. La recherche de l’uréase est effectuée sur milieu

urée-indole après incubation de 5 à 7 jours à 28°C. Le virage du milieu au rose-rouge révèle

la présence de l’uréase.
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5.3.3. Etude nutritionnelle des BNL

5.3.3.1. Utilisation des substrats carbonés

L’utilisation des sucres comme source de carbone et d’énergie par les bactéries est

effectuée dans des tubes à essai contenant 10 ml de milieu YEMB modifié. L’extrait de levure

est remplacé par NH4Cl (0.2%) et le mannitol est substitué à chaque fois par l’un des sucres

suivants : D-rhamnose, L-arabinose, D-mannose, D-sorbose, D-galactose, D-saccharose, D-

maltose, D- cellobiose, D-raffinose, dextrine, salicine, D-tréhalose, L-xylose, inositol,

adonitol, lactose, acide succinique, acide lactique, acétate de potassium, D-fructose, D-

glucose, mannitol, glycérol, sorbitol, acide citrique, acide fumarique, acide malique et

l’amidon. Les solutions de sucres sont stérilisées par microfiltration (=0.22µm) et ajoutées

aseptiquement au milieu pour atteindre une concentration finale de 1%. Les tubes ainsi

préparés sont inoculés par 106 bactéries et sont ensuite incubés à 28°C sous agitations pendant

7 jours. La croissance des bactéries est évaluée par lecture de DO à 600 nm. Trois répétitions

ont été effectuées pour chaque sucre testé.

5.3.3.2. Utilisation des acides aminés

L’utilisation des acides aminés comme source d’azote par les bactéries est effectuée dans

des tubes à essai contenant 10 ml de milieu YEMB modifié par l’élimination de l’extrait de

levure. Ce milieu renferme du mannitol comme source de carbone et d’énergie et l’un des

acides aminés suivants : L-valine, L-leucine, L-histidine, glycine bétaïne, L-alanine, L-acide

aspartique, L-isoleucine, L-sérine, L-tryptophane, L-acide glutamique et L- Proline. Les

solutions d’acides aminés sont stérilisées par microfiltration (=0.22µm) et ajoutées

aseptiquement au milieu pour atteindre une concentration finale de 0.1%. Les tubes ainsi

préparés sont inoculés par 106 bactéries et sont ensuite incubés à 28°C sous agitations pendant

7 jours. La croissance des bactéries est évaluée par lecture de DO à 600 nm. Trois répétitions

ont été effectuées pour chaque acide aminé testé.
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5.4. Détermination des caractères physiologiques

5.4.1. Effet de la température

L’effet de la température d’incubation sur la croissance des bactéries est évalué en tubes à

essai contenant 10 ml du milieu YEMB, inoculés par une suspension bactérienne renfermant

106 bactéries et incubés sous agitation à : 20 ; 25 ; 30 ; 35 ; 40 ; 45 et 50°C. Après 7 jours

d’incubation, la croissance bactérienne est estimée au spectrophotomètre à une longueur

d’onde λ= 600 nm. 

5.4.2. Effet du pH

L’effet de pH sur la croissance des bactéries a été étudié dans des tubes à essai contenant

10ml du milieu YEMB ajusté à des pH allant de 4 jusqu'à 10 avec du KOH (1N) ou du HCl

(1N). Les tubes ont été inoculés par 106 bactéries. Les lectures d’absorbance sont réalisées au

spectrophotomètre à une longueur d’onde de 600 nm, après 7 jours d’incubation à 28°C.

5.4.3. Effet de la salinité

L’effet du NaCl sur la croissance des bactéries est déterminé par ensemencement avec une

suspension bactérienne renfermant 106 bactéries dans une série de tubes contenant 10 ml de

milieu YEMB, additionné de quantités croissantes de NaCl : 0 ; 0.5 ; 1 ; 1.5 ; 2 ; 2.5 et 3%.

La croissance bactérienne est estimée au spectrophotomètre à une longueur d’onde λ= 600 nm, 

après 7 jours d’incubation à 28°C.

5.4.4. Résistance intrinsèque aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est fréquemment utilisée comme moyen d’identification

des rhizobia (Vincent, 1970, Beck et al., 1993). Elle a été évaluée par la méthode standard de

diffusion en milieu gélosé selon les recommandations du comité de l’antibiogramme de la

société française de microbiologie (CA-SFM, 2014). Les antibiogrammes sont réalisés sur le

milieu YEMA par étalement, à l’aide des écouvillons stériles, de suspensions bactériennes

renfermant 106 bactéries sur toute la surface du milieu. Après élimination de l’excès du milieu,
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les disques d’antibiotiques de charge connue sont déposés aseptiquement à la surface du

milieu et les résultats sont notés après 7 jours d’incubation à 28°C. Les valeurs des diamètres

des zones d’inhibition, mesurés à l’aide d’un pied à coulisse, sont interprétées selon les

valeurs-limites établies par Ladha et So (1994). Ainsi, les zones d'inhibition supérieures à 10

mm ont été considérées comme indiquant une sensibilité de la souche aux antibiotiques.

5.5. Taxonomie numérique

Pour évaluer le degré de regroupement des souches entre elles, les résultats de tous les

caractères phénotypiques ont été soumis à une analyse numérique. Cette dernière est basée sur

le principe de la Classification Ascendante Hiérarchique(CAH), qui permet de calculer les

distances de similarité. Les données sont introduites sous forme de matrice binaire (en lignes

les individus et en colonnes les variables), puis traitées avec le logiciel XL-STAT (2016,

version 2.0). Les variables sont codées "0" pour négatif ou absence du caractère et "1" pour

positif ou présence du caractère. Les caractères en communs entre les souches ont été exclus,

car ils ne sont pas discriminants et les résultats obtenus sont représentés sous forme de

dendrogramme.

6. CARACTERISATION GENOTYPIQUE DES BNL

La caractérisation génotypique des bactéries a été réalisée dans un premier temps par

PCR/RFLP du gène codant l’ARNr 16S. Ensuite, les souches représentatives des génotypes

RFLP obtenus ont fait l’objet d’une analyse phylogénétique des séquences de l’ADNr 16S, de

deux gènes de ménage (glnII et recA) et d’un gène symbiotique (nodC).

6.1. Extraction de l’ADN génomique

L’ADN de chaque souche, nécessaire à l’amplification par PCR, a été extrait selon le

protocole utilisant le détergent CTAB (Cétyl Triméthyl Ammonium Bromide) décrit par

Wilson (1997). Les souches bactériennes ont été cultivées dans 10 ml de milieu YEMB et



61

incubées sous agitation (170 tr/min) pendant 7 jours à 28°C. Des culots cellulaires ont été

obtenus par 10 minutes de centrifugation à 8500xg. Après élimination des surnageants, les

culots ont été repris dans 567 µl de tampon TE (1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 8), 30 µl

de SDS à 10% et 3 µl de protéinase K (20 mg/ml). Le tout est mélangé doucement par

inversion des tubes durant quelques minutes. Après incubation à 37°C pendant 30 min, 100 μl 

de NaCl (5M) sont additionnés à ce mélange, suivi d'une agitation par vortex pour éliminer les

protéines dénaturées et les polysaccharides. Par la suite, 80 µl de solution de CTAB/NaCl

(10% de bromure d'hexadécyltriméthylammonium, 4% de NaCl) sont ajoutés et les tubes sont

incubés pendant 10 min à 65°C dans un bain-marie, puis placés dans de la glace. Un mélange

Phénol-Chloroforme-alcool Isoamylique (25:24:1) est ajouté volume à volume dans les tubes

eppendorfs qui sont, par la suite, centrifugés à 20000xg pendant 10 min à 4°C. La phase

aqueuse (supérieure) obtenue est transférée dans un tube frais, lavée avec le mélange

Chloroforme-alcool Isoamylique (24:1 vol/vol), puis centrifugée à 20000xg pendant 10 min à

4°C. Le surnageant obtenu est transféré dans un tube frais et additionné de 0,6 volume

d'isopropanol froid (-20°C). Après cette précipitation de l’ADN, une centrifugation est

réalisée pendant 5 minutes dans une microcentrifugeuse. Le culot d'ADN obtenu est lavé deux

fois avec de l’éthanol froid à 70 % et une fois avec de l'éthanol à 95%, puis de nouveau

centrifugé. Le surnageant est retiré et le culot contenant l'ADN précipité est séché à l'air libre

sous une hôte à température ambiante, puis repris dans 50 µl du tampon TE.

6.2. Contrôle de la qualité et de la quantité de l’ADN extrait

La concentration d'ADN extrait a été estimée en utilisant un spectrophotomètre

NanoDrop® 1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, USA) à une longueur

d'onde de 260 nm. À cette longueur d’onde, une unité de DO est équivalente à une

concentration de 50μg d’ADN par ml. La pureté de l’extrait est évaluée par le rapport 

DO260/DO280. Pour un ADN de bonne qualité, ce rapport doit être compris entre 1,8 et 2.
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Pour les réactions de PCR, l’échantillon d’ADN de chaque souche a été dilué dans le

tampon TE à une concentration finale de 40 ng/μl puis stocké à -20°C jusqu'à utilisation. 

6.3. Amplification de l’ADN par PCR

L’amplification d’un gène cible suivie de l’analyse des séquences obtenues est la méthode

généralement utilisée pour les études phylogénétiques. La PCR (ou Réaction en Chaîne par

Polymérase) a pour objectif essentiel d’amplifier un fragment du génome des bactéries

présentes dans chaque échantillon afin d’avoir suffisamment du matériel pour les étapes

ultérieures d’identification d’espèce. Elle repose sur le principe suivant : la première étape, la

dénaturation, se réalise à haute température et permet de séparer l’ADN double-brin en 2 brins

simples complémentaires. La deuxième étape, l’hybridation, permet aux amorces d’aller se «

coller » à un endroit spécifique sur les brins d’ADN. Enfin, l’étape d’élongation, permet à la

Taq polymérase de prolonger les brins d’ADN à partir de la fin des amorces. Le processus est

répété entre 30 et 40 fois, chaque répétition permettant théoriquement de multiplier par 2 le

nombre de brins d’ADN dans l’échantillon (Mullis et al., 1986).

6.3.1. Réaction d’amplification de l’ADNr 16S

Le gène codant pour l’ARN ribosomique 16S (1500 pb) est amplifié par PCR à partir

des ADNs génomiques extraits précédemment, en utilisant les couples d’amorces 41F (5’-

ATTGAACGCTTGGCG-3’), 1488R (5’-CGGTTACCTTGTTACGACTTCACC-3’) et les

conditions définies par Herrera-Cervera et al. (1999).

La réaction d’amplification est réalisée dans des tubes PCR de 100 µl contenant (en

concentrations finales) : 0.2 mM de chaque dNTPs (Roche), du tampon de réaction 1X

additionné du MgCl2 (2.5 mM), 0.4 µM de chaque amorce sens et anti sens (Sigma), 0.05 U

de Taq polymerase (Invitrogen), de l’eau Milli-Q stérile et 80ng d’ADN matrice dans un

volume final de 50 µl (Tableau V). Un témoin négatif exempt d’ADN a systématiquement été

inclus dans chaque série de réactions pour vérifier la stérilité des différents réactifs utilisés.
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Les amplifications ont été effectuées sur un thermocycleur automatique 1605 Air Thermo-

Cycler (Idaho Technology Falls, Idaho) dans les conditions suivantes : dénaturation 94°C

pendant 2 min, suivi de 10 Cycles : 94°C pendant 40 s, 60°C pendant 1 min, 72°C pendant 2

min et de 25 Cycles : 94°C pendant 40 s, 50°C pendant 1 min, 72°C pendant 2 min et d’une

extension finale 72°C pendant 3 min.

Tableau V : Composition du mélange réactionnel pour l’amplification de l’ADN cible

Réactifs
Concentration

Stock

Volume

Utilisé (µl)

Concentration

Finale

Tampon additionné de MgCl2 10X 5 1X

dNTPs 10 mM 1 0.2 mM

Amorce Forward 10 µM 2 0,4 µM

Amorce Reverse 10 µM 2 0,4 µM

Taq polymérase 2.5U 1 0.05U

Eau Milli-Q stérile / 37 /

ADN 40ng/µl 2 80ng

Volume final / 50 µl /

6.3.2. Électrophorèse sur gel d’agarose

Afin de contrôler l'efficacité de la PCR, 3µl du produit d’amplification de chaque souche

sont mélangés à 2 µl de tampon de charge (bleu de bromophénol 0.025%, glycérol 3%, EDTA

1mM), puis déposés sur un gel d’agarose 1% (m/v). La migration est effectuée dans le tampon

de TAE 1X (20 mM Tris-HCl, 4 mM acétate de sodium, 1 mM disodium EDTA pH 7.4),

sous un voltage constant de 80 V pendant une heure. Les gels obtenus sont colorés avec une

solution de BET (0.5 µg/ml) pendant 30 min. Les bandes d'ADN amplifiées sont visualisées

et photographiées sous UV à l’aide d’un transilluminateur équipé d'un appareil photo. La

taille des fragments a été estimée par comparaison sur le gel de la mobilité électrophorétique

par rapport à marqueur ADN commercial (Smart Ladder, Eurogentec, MW170002).



64

6.4. Analyse du polymorphisme de longueur des fragments de restriction

(RFLP) de l’ADNr 16S

L'analyse du polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) est un outil

pour étudier les structures des communautés microbiennes. Elle est basée sur l'amplification

par PCR de la région cible (ADNr 16S, nifH, nodC, etc.) à partir d'un échantillon d'ADN,

suivie de la digestion du produit amplifié avec différentes enzymes de restriction. Les

fragments ainsi obtenus sont détectés par leur séparation par électrophorèse sur gel d'agarose

ou par électrophorèse sur gel d'acrylamide non-dénaturant. Ainsi, le fragment d'ADN cible

donne, pour chaque enzyme de restriction, un profil de restriction type. Ce fragment sera

caractérisé par la combinaison de profils types obtenus pour plusieurs endonucléases.

Un groupe PCR/RFLP (ou génotype) comprendra des souches dont les fragments amplifiés

auront les mêmes combinaisons de profils types. Cette technique a été utilisée avec succès

pour étudier la diversité des rhizobia en étudiant la diversité des gènes de l'ADNr 16S

(Willems et Collins, 1993 ; Laguerre et al., 1994b ; Nour et al., 1995 ; Jebara et al., 2001 ;

Zribi et al., 2004 ; Ramdani et al., 2020), de nifH (Widmer et al., 1999 ; Poly et al., 2001), du

nodA (Haukka et al., 1998), du nodC (Sarita et al., 2005 ; Belhadi et al., 2018) et nodD (Zézé

et al., 2001).

6.4.1. Réaction de digestion enzymatique de l’ADNr 16S

L'étude du polymorphisme de restriction (RFLP) des produits amplifiés de l’ADN codant

pour l’ARNr 16S de nos souches a été réalisée à l'aide de quatre endonucléases suivantes :

AluI, DdeI, HaeIII et Sau96I, reconnaissant les sites de restriction spécifiques donnés dans le

tableau VI.

Les produits de l'amplification ont été digérés séparément par ces quatre endonucléases

suivant les recommandations du fabricant (New England Biolabs inc.). Le volume réactionnel

est de 10 μl, soit 5 μl de produit de PCR; 1 μl de tampon 10X, 0.5 μl d’enzyme (2.5 U) et de 
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3.5 μl d’eau Milli-Q stérile. La digestion enzymatique est réalisée par incubation à 37°C 

pendant deux heures puis les enzymes sont inactivées par incubation à 80°C pendant 20

minutes.

Tableau VI : Endonucléases de restriction utilisées et site de reconnaissance.
(Le site de coupure associé est indiqué par des flèches)

Enzymes Sites de restriction

AluI
5'..AG


CT..3'

3'..TCGA..5'

DdeI
5’..C


TNAG..3’

3’..GANTC..5’

HaeIII
5'..GG


CC..3'

3'..CCGG..5'

Sau96I
5’..GGNCC..3’

3’..CCNGG..5’

6.4.2. Electrophorèse des produits de restriction

La totalité du produit de digestion de chaque réaction est mélangée avec 5 μl de bleu de 

charge et déposée sur un gel horizontal d’agarose (3%). La migration des fragments de

restriction a été réalisée dans du tampon TBE 1X (89 mM Tris-borate, 89 mM acide borique,

2 mM EDTA ; pH 8) pendant 3 heures à une tension de 80 volts. La coloration et la

visualisation des fragments de restriction obtenus sont effectuées dans les mêmes conditions

que pour l’analyse des produits PCR de l’ADNr 16S. Un marqueur de poids moléculaire

“Ladder 100” (100 bp DNA Ladder, Invitrogen) est mis à migrer parallèlement pour servir

d’échelle moléculaire aux produits digérés. Les profils des bandes ainsi obtenus sont analysés

visuellement en répertoriant pour chaque profil la présence ou l’absence des fragments de

restriction. Ainsi, selon la nomenclature définie par Laguerre et al. (1994a), une lettre est

attribuée à chaque profil obtenu pour chacune des enzymes. Les profils RFLP obtenus par les

quatre enzymes permettent, par leur combinaison, d’établir des groupes d’isolats sur la base

de PCR/RFLP type ou génotype.
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6.4.3. Analyses statistiques

Afin de rechercher d’éventuelles relations entre les distributions des génotypes

(PCR/RFLP type) au sein des isolats bactériens et les variables édaphiques, les données RFLP

sont soumises à une analyse en composantes principales (ACP). Cette analyse a été effectuée

sur une matrice de données constituée de neuf variables (données physico-chimiques des sols)

et de 23 isolats bactériens, regroupés en génotypes, répartis à travers les quatre sites de

prélèvement. Le logiciel statistique XLSTAT 2016 (version 2.0) a été utilisé pour le

traitement des données.

6.5. Amplification des gènes de ménage (recA et atpD) et du gène (nodC)

En se basant sur les combinaisons des génotypes obtenus par PCR/RFLP du gène codant

l’ARNr 16S, un représentant de chaque génotype répertorié est retenu pour l’analyse

phylogénétique basée sur les séquences de l’ADNr 16S, de deux gènes de ménage (glnII et

recA) et d’un gène symbiotique (nodC).

Les gènes glnII ( 900 pb) et recA ( 500 pb) ont été amplifiés à partir de l’ADN

génomique à l’aide des couples d’amorces spécifiques adaptées d’après Turner et Young

(2000) et Zhang et al. (2008) respectivement ; alors que le gène nodC ( 700 pb), codant pour

une N-acétylglucosaminyltransférase, a été amplifié en utilisant les amorces définies par

Sarita et al. (2005) (Tableau VII).

Tableau VII : Séquences et positions des amorces utilisées

Gènes Amorces Séquences Références

glnII
GSII-1

GSII-4

5’-AACGCAGATCAAGGAATTCG-3’

5’-GCGAACGATCTGGTAGGGGT-3’

Turner et Young

(2000)

recA
recA 41F

recA 640R

5’-TTCGGCAAGGGMTCGRTSATG-3’

5’-ACATSACRCCGATCTTCATGC-3’

Zhang et al.

(2008)

nodC
540F

1160R

5’-TGATYGAYATGGARTAYTGGCT-3’

5’-CGYGACARCCARTCGCTRTTG-3’

Sarita et al.

(2005)

A : Adénine ; C : Cytosine ; G : Guanine ; T : Thymine ; M : A+C ; R : A+G ; S : G+C ; Y : C+T
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Pour chaque réaction d’amplification, le volume de 50 μl contient le même mélange 

réactionnel adopté pour l’amplification de l’ADNr 16S à l’exception des amorces. Les

réactions d’amplification des gènes ont été réalisées dans un thermocycleur 1605 Air Thermo-

Cycler (Idaho Technology Falls, Idaho) suivants les cycles thermiques répertoriés dans le

tableau (VIII). Enfin, tous les amplicons obtenus sont placés à 4°C jusqu’à utilisation.

Tableau VIII : Les conditions de PCR de l’amplification des différents gènes utilisés

glnII
(Turner et Young, 2000)

recA
(Zhang et al., 2008)

nodC
(Sarita et al., 2005)

95°C 1 min 30 sec 95°C 1 min 30 sec 95°C 3 min
95°C 45 sec
55°C 45 sec 30 cycles
72°C 2 min

95°C 45 sec
55°C 45 sec 30 cycles
72°C 2 min

94°C 1 min
55°C 1 min 30 cycles
72°C 2 min

72°C 7 min 72°C 7 min 72°C 7 min
12°C  12°C  12°C 

6.5. 1. Migration des produits PCR

Les produits de PCR obtenus ont été visualisés sur des gels d’agarose à 1% selon le

protocole décrit dans le chapitre 6.3.2 (page 63) pour l’amplification de l’ADNr 16S. Pour

chaque série de gel, était également déposé un témoin négatif contenant 2 µl d’eau Milli-Q

stérile au lieu de l’ADN génomique ainsi que 5 µl d’un marqueur de poids moléculaire connu

(Smart Ladder, Eurogentec, MW170002), parallèlement avec les échantillons à analyser.

6.5.2. Purification des produits de PCR et séquençage

Les produits de PCR des gènes étudiés ont été purifiés sur colonne à l’aide du kit

NucleoSpin (Macherey-Nagel, Düren, Germany) en suivant les instructions fournies par le

constructeur. Les produits amplifiés ont été déposés dans la colonne et centrifugés 15 minutes

à 3000xg, puis après ajout de 20 μl d’eau ultra pure (Millipore) et 60 μl d’isopropanol absolu, 

de nouveau centrifugés 2 minutes à 3000xg. La purification a été suivie d’un lavage à

l’isopropanol 70%, d’une centrifugation de 10 minutes à 3000xg, puis d’un séchage et d’une

mise en solution dans 20 μl de formamide (Applied Biosystems). Les produits purifiés ont 
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ensuite été dosés par spectrophotométrie UV à l’aide d’un Nanodrop® 1000 (Thermo Fisher

Scientific, Wilmington, Delaware, USA) par mesure de la DO à 260 nm.

Le séquençage a été réalisé sur les deux brins de chaque ADN par la plateforme DTAMB-

Biofidal (Université Lyon 1, Villeurbanne, France) suivant la méthode des terminateurs en

chaîne en utilisant le Kit ABI PRISM BigDyeTM Terminator (Applied Biosystems) et les

amorces (sens et anti-sens) utilisées précédemment pour l’amplification de l’ARNr 16S, glnII,

recA et nodC.

6.6. Analyses phylogénétiques

Une fois les résultats du séquençage disponibles, le chromatogramme de chaque séquence

a été étudié. Les séquences partielles d'ADNr 16S, des gènes de ménage (glnII et recA) et du

gène nodC obtenues avec les deux amorces (forward et reverse) sont alors assemblées afin de

former une séquence consensus (ou contig), puis vérifiées et corrigées manuellement si

nécessaire à l'aide du programme ChromasPro version 1.42.

Les séquences de nos souches sont préalablement comparées à celles disponibles dans les

bases de données en ligne via l'outil BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), faisant appel à la

base de données du NCBI (Altschul et al., 1990), afin de permettre de caractériser les souches

auxquelles appartiennent les ADNs extraits, et ainsi, de leur désigner une assignation

taxonomique.

Les séquences de nos isolats ainsi que celles dites de référence, obtenues à partir de la

banque de données GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), ont alors été incluses

dans l’analyse et l’ensemble des séquences a été aligné à l'aide du logiciel ClustalW

(Thompson et al., 1994). Le calcul des matrices de distances a été réalisé grâce au logiciel

MEGA version 6.0 (Tamura et al., 2013), en utilisant l’indice de Kimura à 2 paramètres

(Kimura, 1980) comme modèle évolutif. La construction des arbres phylogénétiques a été

réalisée avec la méthode de Neighbor-Joining (Saitou et Nei, 1987) à partir des alignements
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des séquences des gènes étudiés. Le support statistique des arbres a été calculé par des

analyses bootstrap utilisant 1000 répétitions. Toutes les positions contenant des ’’gaps’’ et des

données manquantes ont été éliminées.

Les séquences des gènes obtenues dans ce travail sont disponibles dans la base de données

Genbank / EMBL / DDBJ sous les numéros d'accès consignés dans le tableau S1 (Annexe II).



Résultats et discussion
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1. ANALYSES PHYSICO-CHIMIQUES DES SOLS

Les résultats des différentes analyses physico-chimiques des sols à partir desquels les

nodules de S. junceum (L.) ont été prélevés figurent dans le tableau IX.

Tableau IX: Résultats des analyses physico-chimiques des sols

Sites

Paramètres analysés

Texture A
(%)

L
(%)

S
(%)

pH
(H2O)

Corg.

(%)
Nt

(%)
P

(ppm)
CE

(S/cm-1)
CaCO3

(%)
Adekar S.L. 2.0 36.3 61.7 6.9 0.9 0.07 0. 45 145 7.86

Barbacha S.L. 3.1 25.7 71.2 7.1 1.6 0.36 0.13 123 2.23

Semaoune L.A.S. 30.1 13.4 56.7 8.5 1.8 0.11 0.20 212 33.74

Sidi-Aich L.A.S. 31.9 14.3 53.8 8.4 1.5 0.14 0.40 245 19.68

COrg.: Cabone Organique, Nt: Azote Total, P: Phosphore disponible, CE: Conductivité Electrique,
CaCO3: Calcaire Total; S.L.: Sablo-Limoneux; L.A.S.: Limono-Argilo-Sableux.

D’après le triangle de texture USDA, les sols d’Adekar et de Barbacha sont de type sablo-

limoneux, avec des teneurs élevées en sables respectivement de 61.7% et 71.2% et en limons

respectivement de 36.3% et 25.7%. Ils sont fragiles, car ils sont pauvres en argiles et la

présence des limons en grande quantité dans ces sols, peut provoquer le phénomène de

battance et ils ont une tendance à former une croûte sous l’effet de la pluie. Toutefois, la

présence de sables en excès permet une bonne aération, ce qui favoriserait un bon

développement des plantes. Les sols de Semaoune et de Sidi-Aïch ont une texture limono-

argilo-sableuse, avec des teneurs élevées en sables (56.7% et 53.8%, respectivement) et en

argiles (30.1% et 31.9%, respectivement). Ces sols sont caractérisés par une capacité de

rétention en eau relativement élevée et une structure cohérente et bien développée, ce qui

facilite l'aération des sols et l'enracinement des plantes.

Chapitre III. RÉSULTATS ET DISCUSSIONS
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En tenant compte de l’échelle de classification établie par Gaucher (1968), il apparaît que

les sols de Sidi-Aich et de Semaoune, avec des valeurs de pHeau respectivement de 8.4 et 8.5,

sont alcalins ; alors que ceux d’Adekar et de Barbacha sont neutres (pHeau= 6.9 et 7.1

respectivement).

Le calcaire total est présent en proportions relativement importantes dans le sol de Sidi-

Aïch (19.68%) et très importantes dans le sol de Semaoune (33.74%), alors qu’il est

faiblement représenté dans les sols d’Adekar (7.86%) et de Barbacha (2.23%). La richesse du

sol de Semaoune en carbonates de calcium augmente sa perméabilité et son réchauffement

rapide et peut bloquer certains éléments minéraux qui deviennent alors non disponibles pour

les plantes.

Les valeurs de conductivité électrique (CE) de tous les sols étaient inférieures à l'échelle de

salinité établie par l’USSL (United States Salinity Laboratory, Richards 1954), ceci signifie

que les sols ne sont pas salins (Gaucher et Burdin, 1975 ; Durand, 1983).

L'analyse chimique a révélé que tous les sols étaient relativement pauvres en éléments

minéraux. En effet, le carbone organique (COrg.) est faiblement représenté dans l’ensemble des

sols étudiés ; sa teneur est comprise entre 0.9% et 1.8%, alors que Soltner (1988) considère

que pour les sols des zones méditerranéennes, la teneur en carbone organique doit être de

l’ordre de 5 à 10%. Comparativement au sol de Barbacha, l’azote total (Nt) est faiblement

représenté dans les sols d’Adekar, de Semaoune et de Sidi-Aïch, ce qui traduit une mauvaise

minéralisation de la matière organique. Enfin, les valeurs obtenues pour le phosphore (P)

assimilable sont inférieures à 50 ppm, ceci signifie que les différents sols sont très pauvres en

phosphore. Ce dernier est connu pour être facilement adsorbé sur les argiles et la matière

organique du sol. Il peut également être facilement précipité sous forme de phosphate de

calcium non disponible dans les sols alcalins (pH>7.0) ou acides (pH<6,4) (Soltner, 1988).
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2. ISOLEMENT ET AUTHENTIFICATION DES BNL

Quatre-vingt-trois (83) souches bactériennes ont été isolées et purifiées à partir des

nodules prélevés sur les racines de S. junceum (L.), poussant à l’état naturel dans 4 sites

différents de la région de Béjaïa (Nord-est d’Algérie). Le nombre d’isolats bactériens issus de

chaque site de collecte est récapitulé dans le tableau X.

Tous les isolats ont fait l’objet du test d’authentification et les résultats obtenus montrent

que seules 23 souches bactériennes ont pu induire la formation de nodules sur le système

racinaire de leur plante hôte d’origine. Ces isolats peuvent donc être considérés comme des

bactéries nodulant les légumineuses (BNL).

Il est important de signaler que les premières nodosités sont apparues 4 semaines après

inoculation et qu’au-delà de la 10ème semaine, aucun nouveau nodule n’apparaît.

Tableau X : Résultats des tests d’authentification

Sites
Nombre
d’isolats

bactériens

Nombre de bactéries
Nod+ Code des bactéries Nod+

Adekar 17 5
SjAD3, SjAD5, SjAD6, SjAD13,
SjAD16

Barbacha 26 6
SjBA4, SjBA7, SjBA9, SjBA12,
SjBA21, SjBA24

Semaoune 13 4 SjSM1, SjSM4, SjSM8, SjSM11

Sidi-Aïch 27 8
SjSA4, SjSA10, SjSA11,
SjSA14, SjSA16, SjSA19,
SjSA23, SjSA26

Total 83 23

Il ressort de ces résultats que 60 souches sur 83 ne sont pas infectives sur leur plante-hôte

d’origine. Ces isolats correspondraient à :

- des souches non-rhizobiennes dont les colonies ont un aspect similaire à celles des

souches de rhizobia (non-absorption du rouge Congo et aspect mucoïdal) et qui auraient

échappés à la procédure de stérilisation superficielle du nodule. En général, ce sont des

bactéries de la rhizosphère, regroupées sous le nom de Rhizobactéries qui Favorisent la



73

Croissance des Plantes (RFCP). Elles appartiennent à différents groupes taxonomiques

de bactéries, fréquemment identifiées comme des Pseudomonas fluorescens, des

Bacillus, des Azospirillum, des Azotobacter, des Klebsiella, des Enterobacter et des

Serratia spp. (Beauchamp, 1993 ; Korir et al., 2017) ;

- des souches dites endophytes non-symbiotiques, qui empruntent généralement le cordon

d’infection lors de la pénétration dans la racine de la plante hôte d’une souche de

rhizobia compétente. Ces souches sont très diversifiées et ne peuvent pas induire la

nodulation lorsqu’elles sont ré-inoculées à la plante hôte d’origine, car elles ne possèdent

pas le système génétique requis pour la symbiose (Brundu et al., 2004 ; Benhizia et al.,

2004 ; Pandya et al., 2015) ;

- des souches non-rhizobiennes ayant acquis temporairement les gènes requis pour la

nodulation par transfert vertical et qui les auraient perdus lors de la procédure

d’isolement et de purification. C’est souvent le cas des représentants du genre

Agrobacterium qui sont très fréquemment isolés de nodosités de légumineuses

(Martinez-Romero, 1994 ; Mhamdi et al., 2005 ; Mrabet et al., 2006).

3. CARACTERISATION SYMBIOTIQUE DES BNL

3.1. Nodulation

Les nodules observés sur le système racinaire des plantes de S. junceum (L.), examinés

après 12 semaines de culture, se présentent sous la forme de lobes beaucoup plus allongés que

large, avec des variations sur le plan de la taille et de la couleur (Figure 13). Selon la

classification établie par plusieurs auteurs, ils seraient de type indéterminé (Corby, 1981 ;

Corby, 1988 ; Crespi et Galvez, 2000 ; Sprent, 2001).
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Figure 13 : Nodules sur les racines de S. junceum (L.) observés sous une loupe
binoculaire (Grossissement. X 8) lors du test de nodulation.

3.2. Propriétés symbiotiques

Les nodules produits par la majorité des souches (91.3%) étaient rose-rouges à marrons et

les plantes semblaient saines avec une couleur vert foncé, contrairement à la couleur jaune des

plantes du témoin négatif. Les nodules induits par les souches SjSA19 et SjSA4 (8.7%)

étaient petits, blancs à légèrement roses et les plantes étaient jaune-vert et rabougries,

suggérant une faible efficience en terme de fixation de N2.

D’autre part, l'effet de l'inoculation sur la croissance et la nutrition azotée de la plante hôte

varie significativement en fonction des différentes souches bactériennes. Les résultats obtenus

(Tableau XI) montrent que dans la majorité des cas, l’inoculation a amélioré favorablement le

nombre de nodules (NN), les poids de matière sèche (PMS) et les teneurs en azote total (NT)

des parties aériennes des jeunes plantes de S. junceum (L.). La souche SjAD16 a montré la

meilleure capacité de nodulation et a induit le nombre de nodules le plus important avec en

moyenne 27.3 nodules/plante, suivie par la souche SjBA7 avec une valeur moyenne de 25.6

nodules/plante, contre seulement 9.6 et 9.3 nodules/plante induits respectivement par les

souches SjSA4 et SjSA19. Par ailleurs, quelle que soit la souche testée, les teneurs en azote

total, accumulées dans les parties aériennes, sont significativement plus importantes chez les

NodulesNodules
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plantes inoculées par rapport aux plantes témoins non inoculées et non fertilisées. La souche

SjAD16 a été la plus efficace, avec 3.51% d'azote total.

De même, l'inoculation a induit des effets très positifs sur les poids de matière sèche des

parties aériennes par rapport au témoin négatif. Les valeurs maximales de PMS ont été

obtenues dans des plantes inoculées avec les souches SjAD16, SjBA7, SjSA10 et SjSA16.

Enfin, sur la base de l'efficacité symbiotique (ES), les souches ont été classées en deux

groupes : le groupe I comprenait 43.5% des souches qui se sont révélées très efficaces et le

groupe II avec 56.5% des souches efficaces.

3.3. Conclusion

Les résultats obtenus dans la présente étude sont en accord avec les données de la

littérature qui ont rapporté que Bradyrhizobium sp. forme une symbiose fixatrice d’azote

efficace avec S. junceum (L.) (Cardinale et al., 2008), Glycine max (L.) Merrill (Chen et al.,

2002 ; Argaw, 2015) et Vigna unguiculata (Sarr et al., 2009).
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Tableau XI: Propriétés symbiotiques des bactéries nodulant S. junceum (L.)

(*) Représente la valeur moyenne de 3 répétitions.
Les valeurs d’une même colonne, suivies de la même lettre ne sont pas significativement différentes
au niveau de probabilité de 5% tel que déterminé par le test de Tukey HSD.

ES: Efficience Symbiotique (%); PMS: Poids de Matière Sèche des parties aériennes (g/plante);
NN: Nombre de Nodules/plante; NT: Azote Total des parties aériennes (%).

Souches NN NT PMS ES

SjAD3 14.0 def (*) 1.95 efg 1.38 de 72.02 b-e

SjAD5 20.0 a-e 1.79 e-h 1.71 ab 89.19 a-d

SjAD6 14.6 c-f 1.91 efg 1.70 ab 88.77 a-d

SjAD13 21.6 a-d 1.98 efg 1.75 ab 90.91 a-d

SjAD16 27.3 a 3.51 ab 1.87 a 97.58 ab

SjBA4 21.3 a-e 1.98 efg 1.39 de 72.34 a-e

SjBA7 25.6 a 2.07 ef 1.83 a 94.82 ab

SjBA9 15.3 c-f 1.46 fgh 1.24 def 64.72 de

SjBA12 15.3 c-f 1.90 efg 1.25 def 65.14 cde

SjBA21 23.6 abc 1.93 efg 1.46 bcd 76.22 a-e

SjBA24 20.6 a-e 2.20 de 1.69 abc 88.22 a-d

SjSM1 25.3 ab 2.83 cd 1.71 ab 89.16 a-d

SjSM4 22.0 a-d 1.76 e-h 1.40 cde 72.70 a-e

SjSM8 12.3 ef 1.73 e-h 1.14 ef 59.67 e

SjSM11 15.3 c-f 1.42 gh 1.25 def 65.01 cde

SjSA4 9.6 f 1.22 h 1.07 f 55.57 e

SjSA10 21.3 a-e 2.99 bc 1.79 a 92.67 abc

SjSA11 14.6 c-f 1.75 e-h 1.38 de 72.24 a-e

SjSA14 13.0 def 1.57 e-h 1.24 def 64.42 de

SjSA16 21.0 a-e 2.17 e 1.76 a 91.75 a-d

SjSA19 9.3 f 1.19 h 1.13 ef 58.31 e

SjSA23 16.3 b-f 1.98 efg 1.40 cde 73.19 a-e

SjSA26 20.6a-e 2.00 efg 1.72 ab 89.69 a-d

Témoin positif 0.00 g 3.89 a 1.94 a 100.00 a

Témoin negative 0.00 g 0.44 i 0.40 g 21.16 f
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En outre, des corrélations positives ont été notées entre tous les paramètres symbiotiques

mesurés. En effet, l’analyse des résultats (Tableau S2, Annexe III) a montré que

l'augmentation du poids de matière sèche des parties aériennes des plantes était

significativement corrélée avec le nombre de nodules (r = 0.371, P = 0.001) et les teneurs des

parties aériennes des plantes en azote total (r = 0.755, P < 0.0001). De même, l'efficacité

symbiotique était positivement corrélée avec le nombre de nodules (r = 0.355, P = 0.002) et

les teneurs en azote total des parties aériennes des plantes (r = 0.758, P < 0.0001), et

fortement corrélée avec le poids de matière sèche (r = 0.906, P <0.0001).

Les corrélations positives entre les paramètres mentionnés ci-dessus dénotent que les

nodosités induites (NN) par les BNL pourraient contribuer dans l’augmentation de la

biomasse (PMS) et la teneur en NT des plantes de S. junceum (L.).

Á la lumière des résultats obtenus, l’étude des propriétés symbiotiques des souches

bactériennes nous a permis d'identifier la souche SjAD16 comme étant une candidate

potentille pour la production d’inoculum rhizobien destiné à la bactérisation des cultures de S.

junceum (L.). Ainsi, le couple " SjAD16-S. junceum (L.)" pourrait être utilisé dans des

applications environnementales telles que la restauration de sols dégradés et/ou pauvres et

assurer par conséquent un bon développement d’autres espèces végétales.

4. CARACTERISATION PHENOTYPIQUE DES BNL ET TAXONOMIE NUMERIQUE

Les 23 bactéries ayant montré une capacité à former des nodules sur leur plante-hôte (S.

junceum L.) ont subi une caractérisation phénotypique, basée sur les tests morphologiques,

biochimiques et physiologiques afin d’étudier leur diversité.

4. 1. Morphologies culturales et cellulaires des BNL

4.1.1. Caractères culturaux

La majorité des bactéries forment sur le milieu YEMA-RC des colonies visibles après 5 à

7 jours d’incubation à 28°C, ceci indique d’après Moreira et al., (1993) que celles-ci sont à
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croissance lente. Ces colonies sont circulaires ou punctiformes, à bord régulier, à élévation

convexe et de tailles variables (0.5 <  < 1.8 mm). Elles sont moins gommeuses, légèrement

bombées et d’aspect lisse, avec une texture translucide. Ces colonies prennent une coloration

blanche à rose très claire due à une légère absorption du rouge Congo par

les polysaccharides, contrairement aux bactéries contaminantes qui l’absorbent fortement.

4.1.2. Morphologie cellulaire

L’observation microscopique à l’état frais des différentes suspensions bactériennes a

montré que toutes les souches ont une forme bâtonnet relativement courts et arrondis à leur

extrémité. Elles sont mobiles et présentent un aspect réfringent qui résulte de la production de

granules de poly β- hydroxybutyrate (PHB). Elles sont toutes à Gram négatif et aucune 

d’entre elles ne renferment d’endospore ou de capsule.

4.2. Paramètres de croissance bactérienne

La croissance bactérienne s’accompagne par une alcalinisation du milieu YEMA

additionné de bleu de bromothymol qui se traduit par le virage du milieu au bleu foncé,

caractéristique des bactéries à croissance lente. Cette observation a été confirmée par

l’analyse des caractéristiques de la croissance bactérienne sur milieu le YEMB liquide. En

effet, toutes les souches ont un temps de générations (G) supérieur à 8 heures (Tableau XII).

La souche SjSM1 possède un temps de génération de 8.47h et un taux de croissance (µ) de

0.118 h-1 ; la souche SjSA10 est caractérisée par un temps de génération de 22.2h et un taux

de croissance de 0.031 h-1.

Les résultats relatifs au temps d’apparition des colonies sur le milieu YEMA (5 à 7 jours)

et au temps de génération déterminé sur le milieu YEMB (G > 8h), appuyés par les

caractéristiques morphologiques cellulaires et culturales des souches étudiées, se sont

montrées plus en accord avec les descriptions communément admises par les Rhizobiologistes
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pour les souches à croissance lente du genre Bradyrhizobium (Vincent, 1970 ; Jordan, 1982 et

1984 ; Elkan 1992 ; Odee et al. 1997).

Tableau XII : Paramètres de croissance des bactéries nodulant S. junceum (L.)

Souches Temps de génération (h) Taux de croissance (h -1)
SjAD3 16.92 0.059
SjAD5 21.66 0.032
SjAD6 20.83 0.048
SjAD13 17.43 0.057
SjAD16 16.23 0.062
SjBA4 17.26 0.058
SjBA7 20.78 0.033
SjBA9 21.56 0.032
SjBA12 16.72 0.060
SjBA21 22.13 0.031
SjBA24 15.74 0.064
SjSM1 8.47 0.118
SjSM4 9.18 0.109
SjSM8 11.63 0.086
SjSM11 11.44 0.087
SjSA4 14.64 0.047
SjSA10 22.20 0.031
SjSA11 17.86 0.056
SjSA14 15.83 0.063
SjSA16 15.74 0.044
SjSA19 12.14 0.082
SjSA23 13.28 0.075
SjSA26 10.65 0.094

4. 3. Caractéristiques biochimiques des BNL

4. 3. 1. Mise en évidence de quelques enzymes

Les résultats du tableau XIII montrent que les activités catalase et oxydase sont retrouvées

chez toutes les souches étudiées, alors que l’activité nitrate réductase n’est retrouvée que chez

56.52% des souches. L’uréase, quant à elle, est présente chez 73.91% des souches. Enfin, la

β-galactosidase est présente chez toutes les souches excepté SjAD5 et SjSA11. 
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Tableau XIII : Mise en évidence des enzymes chez les bactéries nodulant S. junceum (L.)

Souches Catalase Oxydase Nitrate réductase -galactosidase Uréase

SjAD3 + + + + +
SjAD5 + + + - -
SjAD6 + + - + +
SjAD13 + + - + +
SjAD16 + + + + -
SjBA4 + + - + +
SjBA7 + + + + +
SjBA9 + + - + +
SjBA12 + + + + +
SjBA21 + + + + +
SjBA24 + + + + -
SjSM1 + + + + -
SjSM4 + + + + +
SjSM8 + + + + -
SjSM11 + + + + +
SjSA4 + + - + +
SjSA10 + + - + +
SjSA11 + + + - -
SjSA14 + + + + +
SjSA16 + + - + +
SjSA19 + + - + +
SjSA23 + + - + +
SjSA26 + + - + +
(+) : présent (-) : absent

4. 3. 2. Utilisation des substrats carbonés

Les résultats consignés dans le tableau XIV montrent que les souches assimilent une large

gamme de substrats carbonés, avec une préférence aux polyalcools, acides organiques et

quelques monosaccharides. Toutefois, le degré d’utilisation de ces substrats varie d’une

souche à l’autre. Le glucose, le fructose, le mannitol, le glycérol, le sorbitol, l’acétate de

potassium, l’acide lactique, l’acide citrique, l’acide fumarique et l’acide malique sont

assimilés par toutes les souches. Par contre, le rhamnose, le sorbose, le sucrose, le raffinose,

les dextrines et la salicine sont les moins utilisés. On peut noter également qu’aucune souche

n’a pu utiliser l’amidon comme source de carbone et d’énergie.
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Tableau XIV. Pourcentages d’assimilation de différentes sources
de carbone par les bactéries nodulant S. junceum (L.)

Nos résultats sont en accord avec ceux de Jordan (1984) qui a montré que la croissance

des Bradyrhizobium est beaucoup plus importante lorsque la source de carbone du milieu est

constituée des polyalcools et de certains hexoses ; alors qu’elle est faible lorsque la source de

SUCRES

Pentoses
- D-Arabinose 91.30%
- D-Rhamnose56.52%
- L-Xylose 82.60%

Hexoses
- D-Glucose 100% Monosaccharides
- D-Fructose 100%
- D-Galactose 82.60%
- D-Mannose 73.91%
- D-Galactose 82.60%
- L-Sorbose 39.13%

- Sucrose 56.52%
- Maltose 73.91%
- Cellobiose 69.56% Disaccharides
- Lactose 82.60%
- Tréhalose 91.30%

- Raffinose 56.52% Trisaccharides

- Dextrine 39.13% Oligo-saccharides

- Amidon 0.00% Polysaccharides

- Salicine 39.13% Hétérosides

- Adonitol 91.30%
- Glycérol 100%
- Inositol 91.30% Polyalcools
- Mannitol 100%
- Sorbitol 100%

ACIDES ORGANIQUES
- Acétate de potassium 100%
- Acide succinique 91.30%
- Acide lactique 100%
- Acide citrique 100%
- Acide fumarique 100%
- Acide malique 100%
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carbone du milieu est constituée de di et trisaccharides. Par ailleurs, les intermédiaires du

cycle des acides tricarboxyliques (TCA), notamment, ceux qui sont fortement oxydés dans les

suspensions cellulaires comme : le malate, le fumarate et le citrate, lorsqu’ils sont métabolisés

permettent une bonne croissance des Bradyrhizobium (Stowers, 1985).

Des résultats similaires ont été rapportés par plusieurs auteurs confirmant l’existence

d’une variabilité dans la nutrition carbonée chez les rhizobia. Ainsi, les souches à croissance

rapide possèdent une préférence pour les hexoses, les pentoses, les polyols, les acides

organiques, les bi et disaccharides. Les souches à croissance lente utilisent rarement les

monosaccharides et une utilisation variable des bi et trisaccharides (Jordan, 1984 ; Stowers,

1985 ; van Rossum et al., 1995) ; par contre, elles transportent et oxydent les acides

organiques (Keele et al., 1970 ; Stowers et Elkan, 1984).

Il est bien établi que le cycle des acides tricarboxyliques est opérationnel chez les deux

espèces de rhizobia à croissance rapide et lente (El-Din, 1992). En effet, les acides

dicarboxyliques en C4, métabolisés à travers ce cycle, peuvent donc jouer à la fois le rôle de

substrats énergétiques pour la fixation d'azote, en fournissant de l’ATP nécessaire au

fonctionnement de la nitrogénase chez les rhizobia, et aussi être les précurseurs de la

biosynthèse de l'hème, molécule responsable de la coloration rosâtre des nodules (Avissar et

Nadler, 1978 ; Ronson et al., 1981 ; Finan et al., 1983).

4. 3. 3. Utilisation des acides aminés comme source d’azote

Les résultats de la figure (14) montrent que l’assimilation des acides aminés comme seule

source d’azote est variable d’une souche à l’autre. En effet, le tryptophane, le glutamate, la

proline et l’aspartate sont les acides aminés les mieux assimilés par toutes les souches; tandis

que la valine, la leucine et l’histidine ne sont assimilées que par 39.1% des souches testées.

Pour les autres acides aminés, une variabilité de réponse a été observée. En effet, l’isoleucine

est assimilé par 82.6% des souches; alors que la sérine, l’alanine et la glycine-bétaïne sont les
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acides aminés les moins assimilés avec des pourcentages de 56.52%, 69.56% et 73.91%

respectivement.

Figure 14 : Assimilation des acides aminés par les bactéries nodulant S. junceum (L.)

4. 4. Caractéristiques physiologiques des BNL

4.4.1. Effet de la température

Les résultats de la figure 15 montrent que les souches testées présentent une croissance

entre 20°C et 40°C, avec des températures optimales de croissance allant de 25°C à 30°C. Il y

a lieu de remarquer que la croissance de certaines souches amorce une chute à partir de 35°C.

Enfin, une croissance très faible a été observée à 40°C pour toutes les souches.

Les résultats obtenus indiquent que ces souches sont des mésophiles du fait qu’elles

poussent bien entre 25 et 30°C. En effet, la plupart des rhizobia se développe très bien entre

28° et 31°C et sont généralement incapables de se multiplier à 37°C et en dessous de 10°C

(Jordan, 1984 ; Graham, 1992).
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Figure 15 : Effet de la température d’incubation sur la croissance des BNL

Il a été également rapporté que les Bradyrhizobium sont plus thermotolérantes que les

rhizobia à croissance rapide (Robert et al., 1982). Cependant, les souches tolérantes aux

températures élevées n’ont pas une bonne capacité pour la fixation de l’azote atmosphérique

et que cette thermotolérance est probablement liée à la capacité des bactéries à survivre dans

des périodes chaudes (Räsänen et Lindström, 1999). D’autre part, il a été rapporté que les

températures élevées peuvent également avoir un impact sur la persistance des rhizobia dans

l’inoculum durant son stockage, leur survie dans le sol ainsi que durant la nodulation et la

fixation d’azote (Graham, 1992). En effet, les températures élevées affectent la différenciation

des rhizobia en bactéroïdes ainsi que le fonctionnement de la nodosité (Zahran, 1999).

À l’opposé, les températures basses inhibent l’expression des gènes nod et donc l’infection et

la nodulation (Zhang et al., 1996).
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4.4.2. Effet du pH

La croissance des souches testées est relativement sensible aux variations de pH du milieu

(Figure 16). L’optimum de croissance de la plupart des souches testées se situe entre pH6 et

pH7 et aucune d’entre elles n’a pu se développer aux pH inférieurs à 5 ou supérieurs à 9.

Cependant, on remarque que 73.91% des souches étudiées se sont montrées plus tolérantes au

pH acide (pH5) que les pH alcalins et que 30.43% des souches étaient capables de se

développer à des pH alcalins (pH8 et pH9).

Figure 16 : Effet du pH du milieu sur la croissance des BNL
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1964). Il semble que la tolérance au pH acide chez les rhizobia dépend de leur capacité à

maintenir un pH intracellulaire (pHi) entre 7.2 et 7.5, même à un pH externe acide (Hungria et

Vargas, 2000). D’autre part, plusieurs travaux ont indiqué que le niveau de tolérance des

souches au pH du milieu de culture n’est pas corrélé avec le pH du sol d’isolement d’origine

(Wood et Cooper, 1988 ; Mohamed et al., 2000).

Il a été établi que l’acidité élevée du sol influence la solubilité des éléments minéraux et

provoque des troubles dans la nutrition minérale ce qui affecte d’une part le développement

de la plante hôte, et d’autre part l’efficience des rhizobia et engendre par conséquent une

diminution de la nodulation ; alors que le pH alcalin du sol a un effet négatif sur la

disponibilité de certains minéraux tels que le fer et le manganèse autant pour les rhizobia que

pour la plante hôte (Bordeleau et Prévost, 1994).

4.4.3. Effet de la salinité

Les résultats illustrés dans la figure 17 montrent que les bactéries nodulant S. junceum (L.)

sont variables dans leur réponse aux différentes concentrations de NaCl testées.

Figure 17 : Effet de la salinité du milieu sur la croissance des BNL
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En effet, 43.47% de souches sont capables de croître dans les milieux dont les teneurs en

NaCl sont inférieures ou égales à 1% (170.6 mM). Parmi elles, 3 souches (SjBA24, SjSM1

et SjSM8) semblent tolérer des concentrations en NaCl allant jusqu’à 1.5% ( 255.9 mM). À

l’opposé, 47.82% des souches se sont montrées les plus affectées par la salinité ; leur

croissance diminue fortement lorsque l’on augmente la teneur en NaCl au-delà de 0.5% (

85.3 mM). Enfin, la croissance de la majorité des souches est inhibée quand la concentration

en sel dans le milieu de culture s’élève au-dessus de 1.5% de NaCl (341,2 mM).

Il apparaît donc des résultats obtenus que les souches de rhizobia isolées des nodules de S.

junceum (L.) ne soient pas osmotolérantes, ce qui n’est pas surprenant du fait qu’elles

proviennent toutes des sols non-salins. Toutefois, elles présentent une variabilité relative aux

différentes concentrations de NaCl testées. Dans les conditions de notre expérience, 11

souches ont été plus sensibles au sel (seuil de tolérance inférieur à 0.5% de NaCl, soit 85.3

mM), alors que 3 souches tolèrent le NaCl apporté à des doses supérieures à 1% de NaCl

(170.6 mM).

Nos résultats sont en accord avec ceux de nombreux auteurs qui ont montré que la

croissance de la plupart des souches de Bradyrhizobium (B. cytisi, B. refens, B. japonicum, B.

canariense, B. arachidis, B. lablabi, B. retamae) est affectée à partir d’une concentration de

100 mM de NaCl (Jordan. 1982 ; Vinuesa et al., 2005b ; Chang et al., 2011 ; Chahboune et al.,

2012 ; Guerrouj et al., 2013). D’autre part, il a été établi que les bactéries ayant une

croissance rapide s’avèrent plus tolérantes à la salinité que celles ayant une croissance lente

(Zahran, 1999). De plus, la sensibilité des rhizobia au stress salin varie considérablement

d’une espèce à une autre (Vriezen et al., 2007) et d’une souche à l’autre au sein d’une même

espèce (Elsheikh et al., 1989). En effet, certaines souches sont inhibées en culture pure à des

concentrations en sel de 100 mM (0.58% de NaCl) (Yelton et al., 1983 ; Boncompagni et al.,

1999) ; alors que d’autres tolèrent des concentrations supérieures à 400 mM ( 2.34% de
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NaCl) (Singleton et al., 1983). D’autres études ont montré que des souches isolées

d’Hedysarum, Acacia, Prosopis et leucaena résistaient à des concentrations de 500 mM

(Zhang et al., 1991). Merabet et al. (2006) ont pour leur part isolé des bactéries nodulant

Medicago ciliaris et Medicago polymorpha pouvant tolérer 800 mM de NaCl. Certaines

souches ont été rapportées pour leur capacité à croître à des concentrations élevées en sel

allant jusqu’à 1.2 M de NaCl, notamment les rhizobia isolés de lupin (Raza et al., 2001).

D’autres études ont montré que la salinité affecte la multiplication et la survie des rhizobia

dans le sol et la rhizosphère (Alexander, 1984). Elle inhibe le processus d’établissement de

l’infection rhizobienne, entraînant une diminution du nombre de nodules et réduit leur

contenu en leghémoglobine (Delgado et al., 1994). La salinité diminue également l’activité de

la nitrogénase (Delgado et al., 1993), altère la diffusion intra-nodulaire de l’oxygène (Serraj et

al., 1994) et modifie le statut ionique (Serraj et al., 1998). En effet, une augmentation de

l'osmolarité du milieu externe entraîne un efflux rapide d'eau vers le milieu extracellulaire qui

a pour conséquence une diminution ou une augmentation de la pression osmotique du milieu

environnant, une variation de la concentration cytoplasmique en solutés et un changement du

volume cellulaire et de la pression de turgescence (Csonka, 1989). En réponse au stress

osmotique, les rhizobia, comme tous les êtres vivants, ont développé au cours de l'évolution

des stratégies d'adaptation fort élaborées leur permettant de résister et de survivre à ce

phénomène (Le Rudulier et Bernard, 1986 ; Zahran, 1999). Ainsi, les bactéries répondent

naturellement au stress hyperosmotique par l’accumulation des composés, appelés solutés

compatibles, dans leur cytoplasme afin d’éviter les fuites hydriques et de rétablir la balance

osmotique (Smith et al., 1994 ; Boscari et al., 2002). Ces solutés appelés également osmolytes

ou osmoprotecteurs sont essentiellement des ions inorganiques, des sucres solubles, des

acides aminés et organiques, des polyols, des composés à ammonium quaternaire et des

composés tertiaires de sulfonium. Ils sont soit synthétisés de novo soit prélevés dans le milieu
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(Galinski, 1995 ; Welsh, 2000). En plus de leur effet sur l'osmolarité, ces solutés compatibles

auraient un effet stabilisateur sur les macromolécules plus particulièrement les enzymes,

autorisant ainsi une protection contre le stress osmotique (Talibart et al., 1994 ; McNeil et al.,

1999).

4.4.4. Résistance intrinsèque aux antibiotiques

Les résultats des antibiogrammes consignés dans le Tableau XV montrent que toutes les

souches sont résistantes à la kanamycine, mais sensibles à l’oxytetracycline. Il y a lieu de

signaler que les souches SjAD16, SjBA24, SjSM1 et SjSM8 présentent une résistance à 9

antibiotiques sur les 13 testées.

Tableau XV : Résultats de l’antibiorésistance des bactéries nodulant S. junceum (L.)

Souches

.

Antibiotiques

Bac
(130µg)

Dox
(30µg)

Lin
(15µg)

Neo
(30µg)

Oxa
(5µg)

Pen
(6µg)

Spi
(10µg)

Van
(30µg)

Amp
(10µg)

Cfx
(30µg)

Chl
(30µg)

Oxy
(30µg)

Kan
(30µg)

SjAD3 + - + - - - - + + + + - +
SjAD5 - - - + + - + - + - + - +
SjAD6 - - - + + - - - + + + - +
SjAD13 - - - + + - - - + + + - +
SjAD16 + + + + + + + + - - - - +
SjBA4 - - - + + - - - + + + - +
SjBA7 + - + - - - - + + + + - +
SjBA9 - - - + + - - - + + + - +
SjBA12 + - + - - - - + + + + - +
SjBA21 + - + - - - - + + + + - +
SjBA24 + + + + + + + + - - - - +
SjSM1 + + + + + + + + - - - - +
SjSM4 + - + - - - - + + + + - +
SjSM8 + + + + + + + + - - - - +
SjSM11 + - + - - - - + + + + - +
SjSA4 - - - + + - - - + + + - +
SjSA10 - - - + + - - - + + + - +
SjSA11 - - - + + - + - + - + - +
SjSA14 + - + - - - - + + + + - +
SjSA16 - - - + + - - - + + + - +
SjSA19 - - - + + - - - + + + - +
SjSA23 - - - + + - - - + + + - +
SjSA26 - - - + + - - - + + + - +

(+) Sensible (-) Résistante

Bac: Bacitracine; Dox: doxycilline ; Lin: Lincomycine; Neo: Néomycine ; Oxa: Oxacilline;
Pen: Penicilline; Spi : Spiramycine ; Van : Vancomycine ; Amp : Ampicilline ; Cfx : céfalexine ;
Chl : Chloramphénicol ; Oxy: Oxytétracycline; Kan: Kanamycine.
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D’autre part, il ressort de ces résultats que 82.6% des souches présentent une forte

résistance à la pénicilline et chloramphénicol, 73.91% à la céfalexine, 69.56% à la néomycine

et oxacilline. Pour le reste des antibiotiques, les résultats obtenus sont variables d’une souche

à l’autre. Une faible résistance a été observée pour la bacitracine, lincomycine et vancomycine

chez 47.82% des souches testées. Au contraire, la doxycilline et la pénicilline inhibent

fortement la croissance de la majorité des souches testées (82.6%), suivie de la spiramycine

(73.91%).

D’une façon générale, l’étude de l’antibiorésistance nous a permis de conclure qu’il y’a

une hétérogénéité de réponse entre les souches envers les antibiotiques testés et une tendance

à la résistance chez la plupart des souches. Ces résultats sont en accord avec ceux de Borges

et al. (1990) qui ont rapporté que les souches de rhizobia à croissance lente sont plus

résistantes aux antibiotiques que celles des rhizobia à croissance rapide.

Le mode d'action des antibiotiques contre les bactéries dépend de la structure chimique de

l’antibiotique et des composants bactériens, principalement les parois cellulaires (Miličić et 

al., 2006). Par exemple, la pénicilline, l'ampicilline, la bacitracine, l’oxacilline, la céfalexine

et la vancomycine sont connues pour empêcher la synthèse des parois bactériennes. D’autres

antibiotiques tels que le chloramphénicol, la kanamycine, la néomycine, la doxycycline, la

lincomycine, la spiramycine et l’oxytétracycline empêchent la synthèse des protéines

cellulaires ou des membranes. La néomycine empêche également la synthèse de l'ARN.

4.5. Taxonomie numérique

Pour mieux affiner la caractérisation des 23 souches isolées des nodules racinaires de S.

junceum (L.), les résultats de l’ensemble des tests phénotypiques étudiés ont été soumis à une

analyse numérique, basée sur la Classification Ascendante Hiérarchique (C.A.H.). Cette

dernière permet de classer nos souches par degré de ressemblance en allant des plus proches

vers les plus éloignées. Les résultats ont été traités par UPGMA, le dendrogramme qui en
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dérive est représenté par la figure 18. Les caractères les plus discriminants de cette analyse

ont été groupés dans une matrice et représentés dans le tableau S3 (Annexe IV).

Le dendrogramme établi sur la base des caractères discriminants montre qu’à une distance

de similarité de 0.53, les souches se trouvent réparties en quatre clusters bien distincts (I, II,

III et IV) :

Figure 18 : Dendrogramme obtenu par la méthode UPGMA montrant les similitudes
basées sur les résultats des tests phénotypiques entre les bactéries nodulant S. junceum (L.)

dans la région de Béjaïa.

Le Cluste I est constitué de quatre souches (SjAD16, SjBA24, SjSM1 et SjSM8) qui

présentent une similitude de 100%. Ces souches utilisent l'arabinose, le rhamnose, le tréhalose,

l'adonitol, l'inositol, le cellobiose, le raffinose, le saccharose, l'acide lactique, l'acide

succinique et l'acétate de potassium comme seule source de carbone et d'énergie. Elles
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assimilent également l'alanine, l'acide aspartique, l'isoleucine, la sérine comme source unique

d'azote. Elles ne possèdent ni uréase ni β-galactosidase, mais elles réduisent les nitrates. Leur 

croissance est inhibée à pH < à 5 ou à pH >7. Elles apparaissent comme étant les plus

tolérantes à la salinité ; en effet, elles sont toutes capables de croître à une salinité de 1.5% de

NaCl. Par contre, leur croissance est inhibée à une température de 35°C. Elles présentent une

résistance à 9 antibiotiques sur 13 testés.

Le Cluster II regroupe 10 souches originaires de 3 sites différents. À une distance de

similitude de 0.88, ce cluster se subdivise lui-même en deux sous-clusters dont le premier

(IIa) est formé de 8 souches (SjSA19, SjSA16, SjSA10, SjSA4, SjBA9, SjBA4, SjAD6,

SjAD13) et le deuxième sous-cluster (IIb) est composé de deux souches (SjSA23, SjSA26)

qui se distinguent par leur incapacité d’utiliser le mannose, le maltose et le tréhalose comme

source de carbone et d’énergie. Les souches du cluster II sont incapables de réduire les

nitrates, ni de pousser à pH4 ou à pH>7 et elles ne tolèrent pas des températures supérieures à

35°C. Elles se distinguent surtout par leur sensibilité à la salinité, en effet, leur croissance est

complètement inhibée dans un milieu de culture contenant 0.5% de NaCl. Elles sont sensibles

à la doxycycline, vancomycine, pénicilline et oxytetracycline. Elles sont incapables

d’assimiler le sucrose, raffinose, dextrine, salicine, sorbose, rhamnose, valine, leucine, serine

et histidine comme seule source de carbone ou d’azote.

Le Cluster III renferme 7 souches dont trois (SjSM11, SjBA12 et SjBA21) sont

similaires à 100%. Les souches de ce cluster sont caractérisées par leur capacité à assimiler

tous les substrats carbonés testés, à l’exception du cellobiose et l’amidon. Elles sont

incapables d’assimiler l’alanine comme source d’azote. Elles possèdent une uréase, une

nitrate réductase et une -galactosidase. Elles sont caractérisées par leur aptitude à pousser en

présence de 1% de NaCl, elles présentent également une bonne croissance entre pH5 et pH9

et à des températures situées entre 20 et 30°C. Elles sont toutes résistantes à l’ampicilline,
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bacitracine, chloramphenicol, cefalexine, lincomycine et vancomycine, mais sensibles à la

doxycyline, neomycine, oxytetracycline, oxacilline, pénicilline et spiramycine.

Le cluster IV est formé par deux souches (SjSA11 et SjAD5), caractérisées par leur

incapacité d’utiliser l’arabinose, inositol, adonitol et acide succinique comme seule source de

carbone et d’énergie. Par contre, elles utilisent tous les acides aminés, comme source d’azote,

à l’exception de la glycine bétaïne. Elles sont sensibles à la bacitracine, doxycycline,

vancomycine, pénicilline, oxytetracycline, lincomycine et cefalexine, mais résistantes à

l’ampicilline, oxacilline, chloramphenicol, neomycine et spiramycine. Elles possèdent une β-

galactosidase et une nitrate réductase, mais pas l’uréase. Elles présentent une bonne

croissance entre 25 et 30 °C, mais pas à 35°C. Elles sont très sensibles à la salinité ; en effet,

leur croissance est complètement inhibée en présence de 0.5% de NaCl.

4.6. Conclusion

D’une façon générale, la caractérisation phénotypique, à travers les caractères cellulaires,

culturaux, biochimiques, physiologiques et la ré-infection de la plante-hôte d’origine, ont

permis de classer les souches étudiées dans le groupe des bactéries à croissance lente du genre

Bradyrhzobium. Par ailleurs, les résultats des tests phénotypiques appuyés par la taxonomie

numérique ont révélé une importante diversité des bactéries nodulant S. junceum (L.)

originaires de la région de Béjaïa. Malgré que cette diversité est retrouvée parmi les souches

isolées de la même plante, elle semble néanmoins, dépendante des conditions

environnementales ou édaphiques locales de leurs sites géographiques d’origine (Ojha et al.,

2017 ; Rathi et al., 2018).
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5. CARACTERISATION GENOTYPIQUE DES BNL

Dans cette partie, nous avons étudié la diversité génomique de nos souches, à travers une

caractérisation moléculaire du gène codant l’ARNr 16S, de deux gènes de ménage (recA et

glnII) et d’un gène symbiotique (nodC).

5. 1. Amplification de l'ADNr 16S

La PCR réalisée sur l'ADNr 16S a permis de générer une bande unique d’environ 1500 pb,

révélée par électrophorèse chez toutes les bactéries nodulant S. junceum (L.) (Figure19). Cette

bande correspond bien à la taille attendue des gènes ARNr 16S chez les rhizobia (Laguerre et

al., 1994a).

Figure 19: Electrophorèse des amplicons obtenus par PCR de l’ADNr 16S des bactéries
nodulant S. junceum (L.)

(M= Marqueur ; T= témoin ; 1= SjAD3 ; 2= SjAD5 ; 3= SjAD6 ; 4= SjAD13 ; 5= SjAD16 ; 6= SjBA4;
7= SjBA7; 8= SjBA9; 9= SjBA12; 10= SjBA21; 11= SjBA24; 12= SjSM1 ; 13= SjSM4 ; 14= SjSM8 ;
15= SjSM11 ; 16= SjSA4; 17= SjSA10; 18= SjSA11; 19= SjSA14; 20= SjSA16, 21= SjSA19;

22= SjSA23; 23= SjSA26)

5. 2. Analyse du polymorphisme de restriction de l'ADNr 16S

Afin de réaliser un premier tri parmi les souches de la collection à retenir pour le

séquençage et l’analyse phylogénétique, nous avons analysé ces dernières par PCR/RFLP de

l'ADNr 16S. Malgré qu’elle offre moins d’information directe sur l’évolution que la

comparaison des séquences, la RFLP reste néanmoins une méthode moins coûteuse, rapide et

moins complexe à mettre en évidence (Neyra et al., 1998). De plus, cette technique constitue

une méthode suffisamment discriminante pour différencier des espèces au sein d’un même

genre bactérien, tels que Rhizobium (Laguerre et al., 1994a, 1996), Pseudomonas (Laguerre et

al., 1994b) et Agrobacterium (Ponsonnet et Nesme, 1994).
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Les 4 endonucléases de restriction (AluI, DdeI, HaeIII et Sau96I) appliquées isolément sur

le produit d’amplification de l’ADNr 16S des 23 souches de notre collection, ont permis de

générer 4 à 7 profils de restriction distincts. Chaque profil possède deux à huit fragments,

décelés avec chaque enzyme de restriction, et dont la taille varie de 100 à 850 pb. Le bilan de

profils obtenus est représenté dans le Tableau XVI.

Tableau XVI: Profils de restriction du gène codant l'ARNr 16S amplifié par PCR

Profils de restriction produits
par:

PCR-RFLP
types

Nombre
d’isolats

Souches AluI DdeI HaeIII Sau96I
SjAD3 a a a a I 1
SjSA19 a a c b II 1
SjAD5, SjAD16 a b b b III 2
SjSM1, SjSM8, SjBA24 a b c b IV 3
SjSA4, SjSA23, SjAD6 a c b b V 3
SjAD13, SjSA10, SjBA4 a c c b VI 3
SjSA11 a c e f VII 1
SjBA7 a d a d VIII 1
SjSA16, SjBA9 a e c b IX 2
SjBA12, SjBA21, SjSM4, SjSM11 b f d e X 4
SjSA14 c g a d XI 1
SjSA26 d d b c XII 1
Nombre de profiles 04 07 05 06

- Les souches indiquées en gras se réfèrent aux souches sélectionnées pour les analyses de séquences.
- Les profils identiques sont désignés par la même lettre pour chaque enzyme de restriction.
- Les types PCR-RFLP représentent la combinaison des profils ou génotypes (notés de I à XII) obtenus
avec les quatre enzymes de restriction.

Par ailleurs, la combinaison des profils de restriction du gène codant l’ARNr 16S générés

par les quatre endonucléases a permis de distinguer, chez les 23 souches, 12 génotypes

distincts (ou PCR/RFLP types) notés de I à XII et chaque profil regroupe de 1 à 4 isolats. Le

regroupement sur la base des profils obtenus par PCR/RFLP révèle une diversité infra-

spécifique et un polymorphisme génétique importants parmi les isolats étudiés. Il est à noter

que les souches de Sidi-Aïch sont les plus diversifiées et sont réparties en sept profils distincts,

suivies de celles de Barbacha, d’Adekar puis de Semaoune, avec respectivement cinq, quatre
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et deux profils. Les profils IV, V, VI et X sont les plus dominants (56.5% des souches) et sont

présents au moins dans deux sites différents.

Pour établir l’existence de corrélations potentielles entre les génotypes et les

caractéristiques des différents échantillons de sols, nous avons réalisé une analyse en

composantes principales (ACP). Les résultats obtenus (Figure 20) indiquent une forte

corrélation entre la distribution des génotypes et les sites d'échantillonnage. Les deux

premiers axes (F1 et F2) de l’ACP sont les plus importants et contribuent à 79.5% de l'inertie

totale.

Figure 20 : Graphique des 2 premières dimensions de l'analyse en composantes
principales (ACP) réalisée sur les données d'abondance du génotype ou profil RFLP (notées I
à XII en rouge) en relation avec les facteurs de sol (en bleu ■) dans quatre sites
d'échantillonnage (indiqués en symboles triangulaires ▲) 

Une corrélation étroite a été observée entre les variables du sol d’Adekar (niveaux élevés

des limons et de phosphore) et les profils I, III, V et VI. Les caractéristiques du sol de Sidi-

Aïch (pH, niveaux élevés d'argile, calcaire total et conductivité électrique) ont été associées

aux profils II, VII, XI et XII. Le sol de Barbacha avec les profils IV, VIII et X et celui de
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Semaoune avec les profils IV et X partagent les mêmes caractéristiques (teneurs élevées en

carbone organique et faibles teneurs en phosphore).

Les résultats de l’ACP démontrent une corrélation claire entre les génotypes des souches

rhizobiennes et les caractéristiques du sol. Ils sont en accord avec ceux obtenus par Lu et al.

(2009) sur les communautés de rhizobia isolés de Caragana en Chine ; et ceux de Fierer et

Jackson (2006) sur la diversité et la biogéographie des communautés bactériennes du sol en

Amérique du Nord et du Sud. Ces auteurs ont montré que la diversité génétique des souches

peut être affectée par l’origine géographique du sol.

5. 3. Séquençage et phylogénie des bactéries nodulant S. junceum (L.)

Pour situer avec précision la position taxonomique et phylogénétique de nos souches par

rapport aux espèces connues de rhizobia, un représentant de chaque génotype a été

sélectionné pour le séquençage de l’ADNr 16S, des gènes de ménage (recA, glnII) et du gène

symbiotique (nodC). Ainsi, 12 souches représentatives des génotypes obtenus par PCR/RFLP

sont retenues pour l’étude phylogénétique.

5.3.1. Phylogénie basée sur les séquences de l’ADNr 16S

La comparaison de séquences de l’ADNr 16S avec le logiciel BLAST dans la base de

données GenBank, montre que nos souches sont phylogénétiquement proches du genre

Bradyrhizobium, avec au moins 99 % de similarité. Par ailleurs, l'arbre phylogénétique

construit à partir de l’alignement de 1150 pb des séquences partielles de l'ADNr 16S, montre

la distribution des souches étudiées dans deux principaux clades (I et II) au sein du genre

Bradyrhizobium (Figure 21). La topologie de l’arbre phylogénétique basée sur l’ADNr 16S

est semblable aux conclusions des études antérieures (Willems et al., 2001 ; Kwon et al.,

2005 ; Menna et al., 2009 ; Durán et al., 2014 ; Ojha et al., 2017 ; Rathi et al., 2018 ;

Stępkowski et al., 2018).
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Figure 21 : Arbre phylogénétique (Neighbor Joining) basé sur les séquences
nucléotidiques de l’ADNr 16S

Les souches d’Algérie sont indiquées en gras et leurs origines géographiques en symboles : ■ Barbacha 
(BA), ▲ Adekar (AD), ● Sidi-Aïch (SA) et ♦ Semaoun (SM). Bosea thiooxidans DSM 9653T a été prise
comme outgroup. Les nombres entre parenthèses représentent les numéros d’accessions GenBank des
souches. La lettre "T" indique que la séquence utilisée provient de la souche type de l’espèce. Les valeurs
bootstrap, exprimées en pourcentage de 1000 répétitions, sont données aux points de ramification (seules
les valeurs ≥ 50% sont représentées). La barre d'échelle de 1% indique le nombre de substitutions par site. 
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Le premier clade englobe uniquement la souche SjBA12 appartenant à la lignée de B.

japonicum avec une similarité de séquence de 99.91% avec la souche-type de B. japonicum

USDA6T. De plus, cette souche partage une similarité de 99.39% avec B. canariense Sp-1

isolé de S. junceum (L.) en Espagne (Ruiz-Díez et al., 2009). Le deuxième clade comprend les

11 souches restantes qui sont regroupées au sein de la lignée B. elkanii. Ces souches

présentent un pourcentage de similarité allant de 99.21% à 99.91% entre elles et au sein des

espèces de Bradyrhizobium apparentées les plus proches phylogénétiquement (B. algeriense

RST89T, B. macuxiense BR 10303T, B. retamae Ro19T et B. valentinum LmjM3T).

Il est bien établi que l’analyse de la séquence ADNr 16S est la base de la classification des

bactéries, incluant celle des rhizobia. Toutefois, bien qu’il soit précis pour la définition des

genres, l’ADNr 16S n’est pas suffisamment discriminatoire pour permettre une résolution

intra-spécifique puisque ce gène est hautement conservé, ceci est du à l’évolution très lente de

sa séquence (Haukka et al., 1996; Barrera et al., 1997; Rivas et al., 2009). D’autre part, les

résultats obtenus avec cette séquence ne sont pas suffisamment corrélés avec les hybridations

ADN/ADN, qui sont des critères de définition des espèces (Zakhia et de Lajudie, 2006).

D’autres gènes ayant démontré leur importance pour la différenciation entre les espèces

ont été analysés. Ces gènes nommés gènes de ménage (housekeeping genes, en anglais),

codent pour la synthèse des protéines assurant les fonctions indispensables à la survie de tous

types de cellules comme : atpD (sous-unité β de l’ATP synthase), glnII (glutamine synthetase

II), recA (recombinase A). Ces gènes sont ainsi de bons candidats comme marqueurs

alternatifs à l’ADNr 16S (Gaunt et al., 2001 ; Peix et al., 2015) et ils ont été proposés comme

un outil de choix dans le typage moléculaire afin de permettre la différenciation entre les

espèces très proches (Menna et al., 2009).
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5.3.2. Phylogénie basée sur les gènes de ménage (glnII et recA)

Tenant compte des limites du gène ARNr 16S dans la taxonomie bactérienne et pour

apporter un degré de précision supplémentaire à la phylogénie des bactéries nodulant S.

junceum (L.), nous avons construit un arbre phylogénétique pour chaque gène de ménage

(glnII et recA) ainsi que de la séquence résultant de leur concaténation, (Figures 22a, 22b et

22c).

Qu’ils aient été générés à partir des gènes isolés (Figures 22a et 22b) ou des gènes

concaténés (Figure 22c), ces arbres montrent à nouveau une distribution des souches en deux

grands clades I et II, identiques à ceux observés à partir des séquences de l’ADNr 16S, et dont

les branchements sont supportés par de bonnes valeurs de bootstrap. Les gènes de ménage,

cependant, montrent une résolution plus importante que celle obtenue avec le gène de l'ARNr

16S.
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Figure 22a : Arbre phylogénétique (Neighbor Joining) basé sur les séquences du gène
glnII.

Les souches d’Algérie sont indiquées en gras et leurs origines géographiques en symboles : ■ Barbacha 
(BA), ▲ Adekar (AD), ● Sidi-Aïch (SA) et ♦ Semaoun (SM). Les nombres entre parenthèses représentent
les numéros d’accessions GenBank des souches. La lettre "T" indique que la séquence utilisée provient de
la souche type de l’espèce. Les valeurs bootstrap, exprimées en pourcentage de 1000 répétitions, sont
données aux points de ramification (seules les valeurs ≥ 50% sont représentées). La barre d'échelle de 1% 
indique le nombre de substitutions par site.
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Figure 22b : Arbre phylogénétique (Neighbor Joining) basé sur les séquences du gène
recA.

Les souches d’Algérie sont indiquées en gras et leurs origines géographiques en symboles : ■ Barbacha 
(BA), ▲ Adekar (AD), ● Sidi-Aïch (SA) et ♦ Semaoun (SM). Les nombres entre parenthèses représentent
les numéros d’accessions GenBank des souches. La lettre "T" indique que la séquence utilisée provient de
la souche type de l’espèce. Les valeurs bootstrap, exprimées en pourcentage de 1000 répétitions, sont
données aux points de ramification (seules les valeurs ≥ 50% sont représentées). La barre d'échelle de 1% 
indique le nombre de substitutions par site.

B. canariense BTA-1T (AY591553)
B. lupini USDA 3051T (KM114866)

B. rifense CTAW71T (GU001585)
B. cytisi CTAW11T (GU001575)

B. amphicarpaeae 39S1MBT (KF615002)
B. symbiodeficiens 85S1MBT (KF615036)

B. betae LMG 21987T (AB353734)
B. ganzhouense RITF806T (JX277144)

B. diazoefficiens USDA 110T (BA000040)
B. japonicum USDA 6T (AM168341)
 SjBA12 (MN235733)
B. subterraneum 58 2-1T (KM378397)

B. yuanmingense CCBAU 10071T (AY591566)
B. liaoningense LMG18230T (AY591564)

B. ottawaense OO99T (HQ587287)
B. centrosemae A9T (KC247145)

B. guangxiense CCBAU 53363T (KC509279)
B. guangdongense CCBAU 51649T (KC509269)

B. stylosanthis BR 446T (KU724163)
B. arachidis CCBAU 051107T (HM107233)

B. kavangense 14-3T (KM378399)
B. centrolobii BR 10245T (KX527954)

B. neotropicale BR10247T (KJ661714)
B. ingae BR 10250T (KF927061)

B. iriomotense EK05T (AB300996)
B. manausense BR 3351T (KF785992)

B. sacchari BR10280T (KX065095)
B. vignae 7-2T (KM378374)

B. americanum CMVU44T (KC247141)
B. cajani AMBPC1010T (KY349440)

B. daqingense CCBAU 15774T (HQ231270)
B. huanghuaihaiense CCBAU 23303T (HQ231595)
B. erythrophlei CCBAU 53325T (KF114669)

B. elkanii USDA 76T (AM168342)
B. ferriligni CCBAU 51502T (KJ818112)

B. embrapense SEMIA 6208T (HQ634899)
B. mercantei SEMIA 6399T (KX690615)

B. viridifuturi SEMIA 690T (KR149140)
B. ripae WR4T (MF593090)

B. macuxiense BR 10303T (KX527958)
B. brasilense UFLA03-321T (KT793142)

B. pachyrhizi PAC48T (KF532945)
B. tropiciagri SEMIA 6148T (FJ391168)

B. algeriense RST89T (FJ264927)
Bradyrhizobium sp. sjz1b (KM247843)

Bradyrhizobium sp. sjz3b (KM247844)
 SjSA26 (MN235738)

 SjAD5 (MN235729)
 SjSA4 (MN235734)

B. valentinum LmjM3T (JX518589)
B. lablabi CCBAU 23086T (GU433522)

B. namibiense 5-10T (KM378377)
B. jicamae PAC 68T(HM047133)

B. paxllaeri LMTR 21T (JX943617)
B. icense LMTR 13T (JX943615)

 SjBA4 (MN235730)
 SjSA11 (MN235735)

 SjSA19 (MN235737)
B. retamae Ro19T (KC247094)
 SjSA14 (235736)

 SjSM1 (235739)
 SjBA9 (235732)

 SjBA7 (235731)
 SjAD3 (235728)

B. denitrificans LMG 8443T (FM253196)

B. oligotrophicum LMG 10732T (JQ619231)

69
100

99

100

100

99

100

98

98

74

79

95

73

55

65

91

55

64

95

52

56

64

53

55

0.01

B. canariense BTA-1T (AY591553)
B. lupini USDA 3051T (KM114866)

B. rifense CTAW71T (GU001585)
B. cytisi CTAW11T (GU001575)

B. amphicarpaeae 39S1MBT (KF615002)
B. symbiodeficiens 85S1MBT (KF615036)

B. betae LMG 21987T (AB353734)
B. ganzhouense RITF806T (JX277144)

B. diazoefficiens USDA 110T (BA000040)
B. japonicum USDA 6T (AM168341)
 SjBA12 (MN235733)
B. subterraneum 58 2-1T (KM378397)

B. yuanmingense CCBAU 10071T (AY591566)
B. liaoningense LMG18230T (AY591564)

B. ottawaense OO99T (HQ587287)
B. centrosemae A9T (KC247145)

B. guangxiense CCBAU 53363T (KC509279)
B. guangdongense CCBAU 51649T (KC509269)

B. stylosanthis BR 446T (KU724163)
B. arachidis CCBAU 051107T (HM107233)

B. kavangense 14-3T (KM378399)
B. centrolobii BR 10245T (KX527954)

B. neotropicale BR10247T (KJ661714)
B. ingae BR 10250T (KF927061)

B. iriomotense EK05T (AB300996)
B. manausense BR 3351T (KF785992)

B. sacchari BR10280T (KX065095)
B. vignae 7-2T (KM378374)

B. americanum CMVU44T (KC247141)
B. cajani AMBPC1010T (KY349440)

B. daqingense CCBAU 15774T (HQ231270)
B. huanghuaihaiense CCBAU 23303T (HQ231595)
B. erythrophlei CCBAU 53325T (KF114669)

B. elkanii USDA 76T (AM168342)
B. ferriligni CCBAU 51502T (KJ818112)

B. embrapense SEMIA 6208T (HQ634899)
B. mercantei SEMIA 6399T (KX690615)

B. viridifuturi SEMIA 690T (KR149140)
B. ripae WR4T (MF593090)

B. macuxiense BR 10303T (KX527958)
B. brasilense UFLA03-321T (KT793142)

B. pachyrhizi PAC48T (KF532945)
B. tropiciagri SEMIA 6148T (FJ391168)

B. algeriense RST89T (FJ264927)
Bradyrhizobium sp. sjz1b (KM247843)

Bradyrhizobium sp. sjz3b (KM247844)
 SjSA26 (MN235738)

 SjAD5 (MN235729)
 SjSA4 (MN235734)

B. valentinum LmjM3T (JX518589)
B. lablabi CCBAU 23086T (GU433522)

B. namibiense 5-10T (KM378377)
B. jicamae PAC 68T(HM047133)

B. paxllaeri LMTR 21T (JX943617)
B. icense LMTR 13T (JX943615)

 SjBA4 (MN235730)
 SjSA11 (MN235735)

 SjSA19 (MN235737)
B. retamae Ro19T (KC247094)
 SjSA14 (235736)

 SjSM1 (235739)
 SjBA9 (235732)

 SjBA7 (235731)
 SjAD3 (235728)

B. denitrificans LMG 8443T (FM253196)

B. oligotrophicum LMG 10732T (JQ619231)

69
100

99

100

100

99

100

98

98

74

79

95

73

55

65

91

55

64

95

52

56

64

53

55

0.01

Clade I

Clade II

B. canariense BTA-1T (AY591553)
B. lupini USDA 3051T (KM114866)

B. rifense CTAW71T (GU001585)
B. cytisi CTAW11T (GU001575)

B. amphicarpaeae 39S1MBT (KF615002)
B. symbiodeficiens 85S1MBT (KF615036)

B. betae LMG 21987T (AB353734)
B. ganzhouense RITF806T (JX277144)

B. diazoefficiens USDA 110T (BA000040)
B. japonicum USDA 6T (AM168341)
 SjBA12 (MN235733)
B. subterraneum 58 2-1T (KM378397)

B. yuanmingense CCBAU 10071T (AY591566)
B. liaoningense LMG18230T (AY591564)

B. ottawaense OO99T (HQ587287)
B. centrosemae A9T (KC247145)

B. guangxiense CCBAU 53363T (KC509279)
B. guangdongense CCBAU 51649T (KC509269)

B. stylosanthis BR 446T (KU724163)
B. arachidis CCBAU 051107T (HM107233)

B. kavangense 14-3T (KM378399)
B. centrolobii BR 10245T (KX527954)

B. neotropicale BR10247T (KJ661714)
B. ingae BR 10250T (KF927061)

B. iriomotense EK05T (AB300996)
B. manausense BR 3351T (KF785992)

B. sacchari BR10280T (KX065095)
B. vignae 7-2T (KM378374)

B. americanum CMVU44T (KC247141)
B. cajani AMBPC1010T (KY349440)

B. daqingense CCBAU 15774T (HQ231270)
B. huanghuaihaiense CCBAU 23303T (HQ231595)
B. erythrophlei CCBAU 53325T (KF114669)

B. elkanii USDA 76T (AM168342)
B. ferriligni CCBAU 51502T (KJ818112)

B. embrapense SEMIA 6208T (HQ634899)
B. mercantei SEMIA 6399T (KX690615)

B. viridifuturi SEMIA 690T (KR149140)
B. ripae WR4T (MF593090)

B. macuxiense BR 10303T (KX527958)
B. brasilense UFLA03-321T (KT793142)

B. pachyrhizi PAC48T (KF532945)
B. tropiciagri SEMIA 6148T (FJ391168)

B. algeriense RST89T (FJ264927)
Bradyrhizobium sp. sjz1b (KM247843)

Bradyrhizobium sp. sjz3b (KM247844)
 SjSA26 (MN235738)

 SjAD5 (MN235729)
 SjSA4 (MN235734)

B. valentinum LmjM3T (JX518589)
B. lablabi CCBAU 23086T (GU433522)

B. namibiense 5-10T (KM378377)
B. jicamae PAC 68T(HM047133)

B. paxllaeri LMTR 21T (JX943617)
B. icense LMTR 13T (JX943615)

 SjBA4 (MN235730)
 SjSA11 (MN235735)

 SjSA19 (MN235737)
B. retamae Ro19T (KC247094)
 SjSA14 (235736)

 SjSM1 (235739)
 SjBA9 (235732)

 SjBA7 (235731)
 SjAD3 (235728)

B. denitrificans LMG 8443T (FM253196)

B. oligotrophicum LMG 10732T (JQ619231)

69
100

99

100

100

99

100

98

98

74

79

95

73

55

65

91

55

64

95

52

56

64

53

55

0.01

B. canariense BTA-1T (AY591553)
B. lupini USDA 3051T (KM114866)

B. rifense CTAW71T (GU001585)
B. cytisi CTAW11T (GU001575)

B. amphicarpaeae 39S1MBT (KF615002)
B. symbiodeficiens 85S1MBT (KF615036)

B. betae LMG 21987T (AB353734)
B. ganzhouense RITF806T (JX277144)

B. diazoefficiens USDA 110T (BA000040)
B. japonicum USDA 6T (AM168341)
 SjBA12 (MN235733)
B. subterraneum 58 2-1T (KM378397)

B. yuanmingense CCBAU 10071T (AY591566)
B. liaoningense LMG18230T (AY591564)

B. ottawaense OO99T (HQ587287)
B. centrosemae A9T (KC247145)

B. guangxiense CCBAU 53363T (KC509279)
B. guangdongense CCBAU 51649T (KC509269)

B. stylosanthis BR 446T (KU724163)
B. arachidis CCBAU 051107T (HM107233)

B. kavangense 14-3T (KM378399)
B. centrolobii BR 10245T (KX527954)

B. neotropicale BR10247T (KJ661714)
B. ingae BR 10250T (KF927061)

B. iriomotense EK05T (AB300996)
B. manausense BR 3351T (KF785992)

B. sacchari BR10280T (KX065095)
B. vignae 7-2T (KM378374)

B. americanum CMVU44T (KC247141)
B. cajani AMBPC1010T (KY349440)

B. daqingense CCBAU 15774T (HQ231270)
B. huanghuaihaiense CCBAU 23303T (HQ231595)
B. erythrophlei CCBAU 53325T (KF114669)

B. elkanii USDA 76T (AM168342)
B. ferriligni CCBAU 51502T (KJ818112)

B. embrapense SEMIA 6208T (HQ634899)
B. mercantei SEMIA 6399T (KX690615)

B. viridifuturi SEMIA 690T (KR149140)
B. ripae WR4T (MF593090)

B. macuxiense BR 10303T (KX527958)
B. brasilense UFLA03-321T (KT793142)

B. pachyrhizi PAC48T (KF532945)
B. tropiciagri SEMIA 6148T (FJ391168)

B. algeriense RST89T (FJ264927)
Bradyrhizobium sp. sjz1b (KM247843)

Bradyrhizobium sp. sjz3b (KM247844)
 SjSA26 (MN235738)

 SjAD5 (MN235729)
 SjSA4 (MN235734)

B. valentinum LmjM3T (JX518589)
B. lablabi CCBAU 23086T (GU433522)

B. namibiense 5-10T (KM378377)
B. jicamae PAC 68T(HM047133)

B. paxllaeri LMTR 21T (JX943617)
B. icense LMTR 13T (JX943615)

 SjBA4 (MN235730)
 SjSA11 (MN235735)

 SjSA19 (MN235737)
B. retamae Ro19T (KC247094)
 SjSA14 (235736)

 SjSM1 (235739)
 SjBA9 (235732)

 SjBA7 (235731)
 SjAD3 (235728)

B. denitrificans LMG 8443T (FM253196)

B. oligotrophicum LMG 10732T (JQ619231)

69
100

99

100

100

99

100

98

98

74

79

95

73

55

65

91

55

64

95

52

56

64

53

55

0.01

Clade I

Clade II



103

Figure 22c : Arbre phylogénétique (Neighbor Joining) basé les séquences des gènes de
ménage (glnII et recA) concaténés.

Les souches d’Algérie sont indiquées en gras et leurs origines géographiques en symboles : ■ Barbacha 
(BA), ▲ Adekar (AD), ● Sidi-Aïch (SA) et ♦ Semaoun (SM). Les nombres entre parenthèses représentent
les numéros d’accessions GenBank des souches. La lettre "T" indique que la séquence utilisée provient de
la souche type de l’espèce. Les valeurs bootstrap, exprimées en pourcentage de 1000 répétitions, sont
données aux points de ramification (seules les valeurs ≥ 50% sont représentées). La barre d'échelle de 1% 
indique le nombre de substitutions par site.
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Pour améliorer la robustesse des constructions phylogéniques, un arbre supplémentaire a

été construit après concaténation des gènes ADNr 16S, glnII et recA, des 12 souches

représentatives pour lesquelles les séquences des trois gènes avaient été obtenues (Figure 23).

Comme pour les deux gènes de ménage (glnII et recA, d'une longueur totale de 871 pb)

(Figure 22c), l’arbre construit à partir des séquences des trois gènes concaténés (ADNr 16S,

glnII et recA, d'une longueur totale de 1995 pb), a clairement dispersé les souches étudiées

dans 6 clusters désignés de A à F, où la majorité des souches sont regroupées dans le clade II.

Le premier clade est constitué de la seule souche SjBA12 (cluster F) à laquelle B.

japonicum USDA6T a été identifié comme son plus proche voisin phylogénétique (99.19 % de

similarité de séquence). La solidité de ce cluster est confirmée par une valeur de bootstrap de

100%. Les 11 souches du deuxième clade sont réparties en cinq clusters distincts (A à E). Les

souches appartenant au cluster A (SjAD3, SjBA7, SjSA14 et SjSM1) partagent une similarité

de séquence élevée allant de 99.31 à 99.77% avec B. retamae Ro19T, une espèce capable de

noduler Retama spp. (Guerrouj et al., 2013). Cette espèce n’a pas été rapportée dans la

littérature comme étant une bactérie associée aux nodules de S. junceum (L.).

L'aspect le plus intéressant de ces résultats concerne les souches des clusters B (SjAD5) et

C (SjBA4, SjSA11 et SjSA19) qui ont montré de faibles identités de séquence avec les

souches types de B. retamae Ro19T (97.91 à 98.07%) et B. icense LMTR 13T (97.60 à

98.27%) respectivement. De même, les souches appartenant aux clusters D (SjBA9) et E

(SjSA4, SjSA26) ont également montré de faibles similitudes de séquence, allant de 97.03 à

97.5%, avec la souche-type de B. valentinum LmjM3T. En appliquant une similitude de

séquence de 98.8%, comme valeur seuil de définition des espèces génotypiques défini par

Ojha et al. (2017), les sept souches distribuées dans les clusters B, C, D et E pourraient

représenter deux à quatre nouvelles espèces potentielles au sein du genre Bradyrhizobium.

Par ailleurs, bien qu'elles soient isolées à partir de nodules de S. junceum, les séquences

recA de nos souches, comparées aux seules séquences disponibles de Bradyrhizobium sp.

(sjz1b et sjz3b) isolés en Croatie par Parker (2014), ont moins de 95% de similitude (Figure

21b).
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Figure 23 : Arbre phylogénétique (Neighbor Joining) basé sur les séquences de trois
gènes (ADNr 16S, glnII et recA) concaténés.

Les souches d’Algérie sont indiquées en gras et leurs origines géographiques en symboles : ■ Barbacha 
(BA), ▲ Adekar (AD), ● Sidi-Aïch (SA) et ♦ Semaoun (SM). Les nombres entre parenthèses représentent
les numéros d’accessions GenBank des souches. La lettre "T" indique que la séquence utilisée provient de
la souche type de l’espèce. Les valeurs bootstrap, exprimées en pourcentage de 1000 répétitions, sont
données aux points de ramification (seules les valeurs ≥ 50% sont représentées). La barre d'échelle de 0.5% 
indique le nombre de substitutions par site.
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Nos résultats sont en accord avec des études antérieures, qui ont rapporté que S. junceum

(L.) de différentes régions méditerranéennes était principalement nodulé par des bactéries à

croissance lente appartenant au genre Bradyrhizobium (Quatrini et al., 2002; Cardinale et al.,

2008; Ruiz-Díez et al., 2009; Parker, 2014). En plus de B. canariense, Ruiz-Díez et al. (2009)

ont montré que Phyllobacterium myrsinacearum était également capable de noduler cette

légumineuse arbustive. D'autre part, Stępkowski et al. (2018) ont rapporté que le genre

Bradyrhizobium semble être le groupe prédominant des rhizobia nodulant la majorité des

légumineuses appartenant à la tribu des Genisteae. En effet, des travaux antérieurs au

laboratoire d’écologie microbienne de l’université de Béjaïa ont montré que les bactéries

isolées à partir de nodules de Retama raetam, Retama sphaerocarpa, Cytisus villosus,

Lupinus micranthus, Calicotome spinosa, Genista ferox, Genista numidica et Genista

tricuspidata de la tribu des Genisteae, originaires de différentes régions climatiques et

écologiques du Nord-est d’Algérie, appartiennent à différentes espèces classées dans le genre

Bradyrhizobium (B. japonicum, B. canariense, B. cytisi, B. rifense, B. lupini, B. elkanii, B.

ottawaense B. valentinum et B. algeriense) (Boulila et al., 2009 ; Ahnia et al., 2014 ;

Bourebaba et al., 2016 ; Salmi et al., 2018 ; Ahnia et al., 2018 ; Boudehouche et al., 2020).

De même, Rodríguez-Echeverría et al. (2003) ont signalé dans la péninsule ibérique, que six

légumineuses arbustives de la tribu des Genisteae (Cytisus balansae, C. multiflorus, C.

scoparius, C. striatus, Genista hystrix et Retama sphaerocarpa) formaient des nodules

efficaces avec des souches appartenant au genre Bradyrhizobium. Chahboune et al. (2012) ont

isolé une nouvelle espèce (Bradyrhizobium rifense) de Cytisus villosus au Moroc, tandis que

Guerrouj et al. (2013) ont analysé plusieurs souches de Bradyrhizobium isolées des nodules

de deux espèces de Retama [R. raetam et R. sphaerocarpa L. (Boiss.)] poussant en Espagne et

au Maroc. Ces auteurs ont proposé un nouveau symbiovar (sv. retamae) avec une nouvelle

espèce nommée B. retamae sp. nov. D’autre part, Durán et al. (2014) ont isolé B. valentinum
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des nodules de Lupinus-mariae-josephae (Lmj), une Genisteae endémique de la région de

Valence (Espagne). De même, Beukes et al. (2016) ont signalé la présence de B. arachidis

parmi les symbiotes d’Argyrolobium rupestre (tribu des Genisteae) poussant en Afrique du

Sud. En revanche, d’autres études ont rapporté que différentes espèces de Genisteae telles que

Teline monspessulana (Italie, Cardinale et al., 2008), Argyrolobium rupestre (Afrique du Sud,

Beukes et al., 2016) et Genista saharae (Algérie, Chaïch et al., 2016) étaient nodulées par les

souches de Mesorhizobium. Mahdhi et al., (2008) ont rapporté l'isolement de Sinorhizobium,

Rhizobium et Agrobacterium de Retama raetam dans les zones arides de Tunisie. D'autres

espèces appartenant aux genres Ensifer et Neorhizobium ont pu noduler Genista saharae

poussant dans le Nord-est du Sahara Algérien (Chaïch et al., 2016).

5.3.3. Phylogénie basée sur les séquences du gène (nodC)

Le gène nodC est très important pour la nodulation et la fixation de l'azote chez toutes les

espèces rhizobiennes. La classification résultant de l'analyse de ce gène reflète la spécificité

symbiotique et la gamme d’hôtes des espèces de légumineuses (Laguerre et al., 2001). En

outre, sa séquence est fortement conservée au niveau des symbiovars chez les légumineuses

(Laguerre et al., 2001 ; Álvarez-Martínez et al., 2009).

L'arbre phylogénétique généré à partir du gène nodC (Figure 24) a placé la majorité de nos

souches (91.66%) dans le cluster symbiovar retamae déjà décrit par Guerrouj et al, (2013) sur

diverses légumineuses de la tribu des Genisteae. Ces souches sont regroupées avec B. retamae

Ro19T, B. valentinum LmjM3T et B. algeriense RST89T, nodulant respectivement Retama

monosperma, Lupinus mariae-josephae et Retama sphaerocarpa. La similitude de séquence

de ces souches entre elles et au sein des espèces de Bradyrhizobium les plus proches, est

comprise entre 98.57 et 100%. La souche SjBA12 a montré une homologie de séquence de

81.62% avec le gène nodC des souches de référence de Bradyrhizobium symbiovar

glycinearum, et des similitudes de séquence de 82.34 à 82.68% avec le gène nodC des
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souches de référence de Bradyrhizobim symbiovar tropici. Ces valeurs de similitudes sont

inférieures à celles trouvées chez divers symbiovars des espèces de Bradyrhizobium. Ces

résultats laissent indiquer l'existence d'un éventuel nouveau symbiovar dans le genre

Bradyrhizobium représenté par la souche SjBA12.

Figure 24 : Arbre phylogénétique (Neighbor Joining) basé sur les séquences du gène
nodC.

Les souches d’Algérie sont indiquées en gras et leurs origines géographiques en symboles : ■ Barbacha 
(BA), ▲ Adekar (AD), ● Sidi-Aïch (SA) et ♦ Semaoun (SM). Les nombres entre parenthèses représentent
les numéros d’accessions GenBank des souches. La lettre "T" indique que la séquence utilisée provient de
la souche type de l’espèce. Les valeurs bootstrap, exprimées en pourcentage de 1000 répétitions, sont
données aux points de ramification (seules les valeurs ≥ 50% sont représentées). La barre d'échelle de 5% 
indique le nombre de substitutions par site.
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La discordance observée entre la phylogénie du gènes nodC et les gènes de ménage

soutient l'hypothèse de multiples transferts latéraux des gènes symbiotiques entre les lignées

de Bradyrhizobium (Barcellos et al., 2007 ; Menna et Hungria, 2011). En outre, il a été

suggéré que ces événements de transfert latéral pourraient bien avoir affecté l'évolution des

nodules racinaires et la fonction symbiotique rhizobienne (Moulin et al., 2004 ; Vinuesa et al.,

2005a, 2005b ; Menna et Hungria, 2011).

5.4. Conclusion

Les résultats des analyses phylogénétiques montrent que, quel que soit le gène utilisé

(ADNr 16S ou gènes de ménage), les arbres obtenus convergent vers la même topologie. Les

12 souches représentatives des génotypes PCR/RFLP sont réparties en deux grands clades au

sein du genre Bradyrhizobium. Toutefois, la classification résultant de l'analyse MLSA des

gènes concaténés (glnII et recA et ADNr 16S) ont permis d’affilier 33.33% des souches à B.

retamae et 8.33% à B. japonicum. Les 58.33% des souches restantes peuvent représenter deux

à quatre nouvelles espèces génomiques probables. Ces résultats indiquent également que les

souches de Bradyrhizobium nodulant S. junceum (L.) provenant de différents sites de la

région de Bejaïa sont génétiquement différentes et très éloignées les unes des autres. En

conséquence, la situation concernant la nodulation des espèces de légumineuses de la tribu

des Genisteae est complexe et doit être mieux clarifiée.
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À l’instar des régions du Nord d’Algérie, Béjaïa se caractérise par une grande diversité

de légumineuses spontanées et cultivées, parmi elles l’espèce Spartium junceum (L.) de la

tribu des Genisteae, qui joue un rôle important dans les écosystèmes naturels en s’adaptant

aux conditions écologiques défavorables. En effet, cette légumineuse arbustive est très

efficace par son aptitude à résister à différentes contraintes pédo-climatiques, ceci grâce à son

système racinaire qui renferme des nodules hébergeant des bactéries, qui vivent en symbiose

avec elle et qui lui procurent les quantités d’azote nécessaires à sa nutrition azotée et la

régénération de la fertilité des sols.

Les travaux présentés dans cette thèse ont pour objectif principal de contribuer à la

connaissance de la diversité des bactéries nodulant S. junceum (L.) en vue de leur utilisation,

comme biofertilisant, dans des projets de remédiation et de restauration des sols pauvres,

dégradés et/ou pollués. Cette étude a porté sur une collection de 23 nouvelles souches

bactériennes isolées des nodosités de S. junceum (L.), collectées de 4 sites distincts situés

dans la région de Béjaïa (Nord-est d’Algérie). Ces bactéries ont été caractérisées à travers une

approche polyphasique, basée sur les caractéristiques symbiotiques, phénotypiques et

génotypiques

Les sols d’origine des prélèvements, ont pour la plupart, des taux en carbone, azote et

phosphore relativement faibles, avec un taux de calcaire variable et ils sont non salins. Les

sols d’Adekar et de Barbacha sont neutres et de texture sablo-limoneuse, alors que ceux de

Semaoune et de Sidi-Aïch sont alcalins et présentent une texture limono-argilo-sableuse.

Du point de vue propriété symbiotique, le test de nodulation in vitro a mis en évidence

la capacité des souches testées à induire la formation de nodules effectifs sur les racines de

leur plant-hôte d’origine, confirmant ainsi leur appartenance au BNL. Toutefois, le nombre de

CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES
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nodules formés ainsi que l’efficacité symbiotique sont variables d’une souche à l’autre. La

souche SjAD16 a été la plus efficace puisqu’elle a induit des effets très positifs sur tous les

paramètres symbiotiques mesurés (NN, NT, PMS et ES). Par conséquent, elle pourrait être

sélectionnée dans la formulation d’inoculum, comme biofertilisant destiné aux applications

écologiques, notamment la réhabilitation des écosystèmes dégradés et le maintien de la

fertilité naturelle des sols pauvres.

La caractérisation phénotypique de ces bactéries, basée sur les critères

morphologiques, biochimiques et physiologiques, a révélé une large diversité au sein de cette

population. Le fait que les colonies de la majorité de nos souches n’apparaissent qu’après 5 à

7 jours d’incubation sur le milieu YEMA et que la plupart d’entre elles possèdent un temps de

génération supérieur à 8 heures, nous permet d’orienter l’appartenance de nos souches au

genre Bradyrhizobium. Cette assignation à ce genre est appuyée par l’alcalinisation du milieu

YEMA additionné au bleu de bromothymol.

Les résultats des tests nutritionnels montrent que la plupart des souches utilisent une

large gamme de substrats carbonés, avec une préférence marquée aux polyalcools, acides

organiques et quelques monosaccharides. Elles assimilent aussi la plupart des acides aminés

testés, avec une préférence au tryptophane, glutamate, proline et acide aspartique. Toutes les

souches ont un optimum de croissance situé entre 20 et 30°C et la plupart d’entre elles ne

tolèrent pas des températures supérieures à 35°C. Elles présentent un optimum de croissance

compris entre pH6 et pH 7 et la plupart d’entre elles se développent mieux aux pH acides.

L’optimum de croissance de toutes les souches est situé entre 0 et 1% de NaCl. Au-delà de

cette concentration (1%), la croissance des souches diminue progressivement, sauf pour les

souches SjBA24, SjAD16, SjSM1 et SjSM8 qui semblent se développer bien en présence de

1.5% de NaCl dans le milieu. Toutefois, aucune croissance n’a été observée au-delà de 1.5%

de NaCl. Par ailleurs, une diversité de réponse entre les souches envers les antibiotiques testés
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a été observée. Cependant, la majorité d’entre elles a montré une tendance à la résistance à la

plupart des antibiotiques utilisés. Enfin, l’analyse numérique par UPGMA des caractères

phénotypiques discriminants a permis de distinguer quatre clusters dont le premier est

constitué de quatre souches, le deuxième renferme dix souches, le troisième englobe sept

souches et le quatrième renferme deux souches.

Sur le plan moléculaire, l’analyse des profils RFLP de l'ADNr 16S générés par les 4

endonucléases de restriction (AluI, DdeI, HaeIII et Sau96I), a permis de mettre en évidence un

polymorphisme intra-spécifique étant donné que les 23 souches testées sont représentées par

12 génotypes différents. Cette diversité génétique serait liée à l'origine géographique des

souches et les conditions édaphiques.

Les séquences partielles du gène codant l’ARNr 16S, des gènes de ménage (glnII et

recA) et du gène symbiotiques (nodC), confirment l’appartenance des 12 souches

représentatives des différents génotypes obtenus par PCR/RFLP au genre Bradyrhizobium.

L'analyse phylogénétique basée sur les séquences nucléotidiques de l’ARNr 16S,

permet de subdiviser les souches représentatives en deux clades bien distincts (I et II). Le

clade I renferme une seule souche (SjBA12), tandis que le clade II englobe les 11 souches

restantes. Néanmoins, la topologie de l'arbre découlant de l'analyse du gène codant l’ARNr

16S ne permet pas de discriminer entre les espèces proches du même groupe. Par ailleurs, les

phylogénies établies sur la base des séquences concaténées des deux gènes de ménage (glnII

et recA) ou sur les séquences concaténées des trois gènes (ADNr 16S, glnII et recA) se sont

avérées similaires entre elles et en accord avec la classification découlant de l'utilisation de

l'ADNr 16S. Cependant, les souches étudiées sont réparties en 06 clusters différents (A à F).

Le clade I renferme un seul cluster (F) constitué de la souche SjBA12, phylogénétiquement

apparentée à B. japonicum USDA 6T, tandis que le clade II renferme les 11 souches restantes

qui sont réparties en 5 clusters distincts (A à E). Les souches du cluster A sont étroitement
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liées à B. retamae, tandis que les autres souches des clusters (B, C, D et E) pourraient

constituer de nouvelles espèces génomiques.

L’analyse des séquences du gène symbiotique (nodC) montre que la majorité des

souches sont retrouvées dans le cluster symbiovar retamae, qui comprend désormais les

souches B. retamae Ro19T, B. valentinum LmjM3T et B. algeriense RST89T, nodulant

respectivement Retama monosperma, Lupinus mariae-josephae et Retama sphaerocarpa. La

souche SjBA12, quant à elle, pourrait être définie comme nouveau symbiovar au sein du

genre Bradyrhizobium.

Dans la perspective d’avoir une vision globale de la diversité des bactéries associées à la

légumineuse S. junceum (L.), il apparaît nécessaire de compléter ce travail par :

- l'enrichissement de la collection par d'autres souches bactériennes provenant des

autres régions d’Algérie ;

- la réalisation des tests de nodulation croisée afin de déterminer le spectre d’hôtes

parmi les espèces de légumineuses de la tribu des Genisteae.

- la sélection de souches performantes pour la production d’inoculums destinés à des

essais d’inoculation des plants de S. junceum (L.), d’abord au niveau des pépinières

et ensuite en plein champs ;

- l'étude d'un grand nombre de caractères (Test BIOLOG, composition en acides

gras,...) et l’utilisation des souches de référence afin d’affiner l’analyse

phénotypique ;

- l’exploitation d’autres gènes (atpD, rpoA, nifH, nodD,...) et l’intégration d’autres

outils moléculaires (hybridation ADN/ADN, spectrométrie de masse MALDI-TOF

et séquençage du génome total) pour une systématique et une phylogénie plus fines

et précises.
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ANNEXE I

1 : Composition chimique du milieu YEMA (Yeast Extract Mannitol Agar, Vincent, 1970) :

Mannitol : 10g ; Extrait de levure : 0.4g ; K2HPO4 : 0.5g ; MgSO4 (7H2O) : 0.2g ; NaCl :
0,1g ; Agar : 15g ; H2O distillée (q.s.p.) : 1000 ml.

2 : Composition chimique du milieu YEMB (Yeast Extract Mannitol Broth, Vincent, 1970) :

Mannitol : 10g ; Extrait de levure : 0.4g ; K2HPO4 : 0.5g ; MgSO4 (7H2O) : 0.2g ; NaCl :
0.1g ; H2O distillée (q.s.p.) : 1000 ml.

Le pH des milieux YEMA et YEMB sont ajustés à 6.8, puis stérilisés à l’autoclave
pendant 20 minutes à 120°C.

3 : Composition chimique du milieu utilisé pour le test de nodulation (Fahraeüs, 1957) :

CaCl2 : 0.100g ; MgSO4 (7H2O) : 0.120g ; KH2PO4 : 0.100g ; Na2HPO4 (2H2O) : 0.150g ;
Citrate ferrique: 0.005g ; Agar : 8g ; Solution stock d’oligoéléments* : 1m ; H2O distillée
(q.s.p.) : 1000 ml.

Le pH du milieu est ajusté à 6.7, puis stérilisé pendant 20 minutes à 120°C.

4 : *Solution stock d’oligoéléments (par litre d’eau distillée) :
H3BO3 : 2.86g ; MnSO4 (4H2O) : 2.03g ; ZnSO4 (7H2O) : 0.22g ; CuSO4 (5H2O): 0.08g ;
Na2MoO4 (H2O): 0.09g.

Le milieu Fahraeüs et la solution stock d’oligoéléments sont stérilisés à 120°C pendant 20
min.



ANNEXE II

Tableau S1 : Numéros d’accession des séquences des souches de Bradyrhizobium isolées de
Spartium junceum (L.) d’Algérie.

Souches 16s rRNA glnII recA nodC

SjAD3 MH255666 MN235716 MN235728 MN075790

SjAD5 MH255664 MN235717 MN235729 MN075791

SjBA4 MH255669 MN235718 MN235730 MN075792

SjBA7 MH255667 MN235719 MN235731 MN075793

SjBA9 MH255673 MN235720 MN235732 MN075794

SjBA12 MH255672 MN235721 MN235733 MN075795

SjSA4 MH255668 MN235722 MN235734 MN075796

SjSA11 MH255670 MN235723 MN235735 MN075797

SjSA14 MH255665 MN235724 MN235736 MN075798

SjSA19 MH255671 MN235725 MN235737 MN075799

SjSA26 MH255663 MN235726 MN235738 MN075800

SjSM1 MH255674 MN235727 MN235739 MN075801



ANNEXE III

Tableau S2: Résultats des tests de corrélations entre les paramètres symbiotiques

Statistiques descriptives :

Variables Observations
Obs. avec données

manquantes
Obs. sans données

manquantes Minimum Maximum

NT 69 0 69 0,820 4,230

NN 69 0 69 0,000 30,000

PMS 69 0 69 0,790 2,120

ES (%) 69 0 69 45,755 107,738

Matrice de corrélation (Pearson) :

Variables NT NN PMS ES (%)

NT 1 0,198 0,755 0,758

NN 0,198 1 0,371 0,355

PMS 0,755 0,371 1 0,906

ES (%) 0,758 0,355 0,906 1

Les valeurs en gras sont différentes de 0 à un niveau de signification alpha=0,05

p-values :

Variables NT NN PMS ES (%)

NT 0 0,088 0,000 0,000

NN 0,088 0 0,001 0,002

PMS < 0,0001 0,001 0 < 0,0001

ES (%) < 0,0001 0,002 < 0,0001 0

Les valeurs en gras sont différentes de 0 à un niveau de signification alpha=0,05



ANNEXE IV

Tableau S3 : Les caractères phénotypiques des bactéries représentées par les clusters

Caractéres Cluster I Cluster II Cluster III Cluster IV
Nombre de souches 04 10 07 02
Croissance à :
pH 4.0 - - - -
pH 5.0 - + + -
pH 6.0 + + + +
pH 7.0 + + + +
pH 8.0 - - + -
pH 9.0 - - + -
pH 10.0 - - - -
Tolérance au NaCl
0% + + + +
0.5% + - + -
1% + - + -
1.5% + - - -
2% - - - -
2.5% - - - -
3% - - - -
Croissance à:
20°C + + + -
25°C + + + +
30°C + + + +
35°C - + - -
40°C - - - -
45°C - - - -
50°C - - - -
Résistance aux antibiotiques
Bacitracine + - + -
Doxycyline + - - -
Lincomycine + - + -
Néomycine + + - +
Oxacilline + + - +
Penicilline + - - -
Spiramycine + - - +
Vancomycine + - + -
Ampicilline - + + +
Cefalexine - + + -
Chloramphenicol - + + +
Oxytetracycline - - - -
Kanamycine + + + +
Nitrate reductase + - + +
Uréase - + + -
-galactosidase - + + +
Oxidase + + + +
Catalase + + + +
BTB + + + +
Utilisation de sources de
carbon
D-rhamnose + - + +
L-arabinose + + + -
D-mannose - + (8) + +
D-sorbose - - + +



Tableau S3 (Suite)

D-galactose - + + +
Sucrose + - + +
Maltose - +(8) + +
Cellobiose + + - +
Raffinose + - + +
Dextrine - - + +
Salicine - - + +
D-tréhalose + +(8) + +
L-xylose - + + +
Inositol + + + -
Adonitol + + + -
Lactose - + + +
Acide succinique + + + -
Acide lactique + + + +
Acétate de potassium + + + +
Fructose + + + +
Glucose + + + +
Mannitol + + + +
Glycérol + + + +
Sorbitol + + + +
Acide citrique + + + +
Acide fumarique + + + +
Acide malique + + + +
Amidon - - - -
Utilisation des acides amines
Valine - - + +
Leucine - - + +
Histidine - - + +
Glycine betaine - + + -
Alanine + + - +
Aspartate + + + +
Isoleucine - + + +
Sérine + - + +
Tryptophane + + + +
Glutamate + + + +
Proline + + + +

- Le chiffre entre parenthèse indique le nombre d’isolats positifs pour le caractère sur le nombre
total des souches testées du même cluster ;

- Seuls les caractères surlignés en jaune ont été utilisés dans la taxonomie numérique (UPGMA).
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Abstract
Twenty-three bacterial strains were isolated from root nodules of Spartium junceum L., growing wild in four distinct geographic
locations in Bejaia city (Northeastern Algeria). They were analyzed based on their symbiotic effectiveness, phenotypic properties
and restriction fragment length polymorphism of the 16S rRNA gene. In addition, sequence analyses of the ribosomal gene,
protein-coding housekeeping genes glnII and recA, and symbiotic gene (nodC) were used to clarifying their taxonomic and
phylogenetic position.

Plant infection tests revealed that all strains were able to form nodules on their original host plant, but with variable nodulation
ability and symbiotic effectiveness. All strains were slow-growing, alkali-producing rhizobia in YEMA medium. According to
phenotypic test results, the strains were grouped in four main clusters in a UPGMA dendrogram, while they were discriminated
into 12 distinct genotypes by 16S rDNA-RFLP. Phylogenetic analyses of 16S rRNA genes and two concatenated housekeeping
genes, glnII and recA, distributed the representative strains from each RFLP genotypes into two major clades within
Bradyrhizobium genus. Some of these strains were closely related to B. retamae and B. japonicum whereas others represented
four novel genospecies. Based on analysis of the symbiotic gene sequence (nodC), all strains were placed in the symbiovar
retamae cluster except for SjBA12 which possibly constitutes a new symbiovar within the genus Bradyrhizobium.

Keywords Spartium junceumL. . Bradyrhizobium sp. . Symbiotic effectiveness . Phenotypic characterization . Phylogeny

1 Introduction

Evergreen sclerophyllous plant communities especially le-
gume shrubs, are common in the Mediterranean ecosystems
as a result of their ability to adapt to the local climate of hot
dry summers and cool, wet winters (Rodríguez-Echeverría
et al. 2003; Blumler 2005). These shrubs are considered

among the most successful pioneer plants as a result of their
ability to rapidly colonize dry degraded areas, and thus often
used to restore disturbed ecosystems (Valladares et al. 2002;
Gómez-Aparicio et al. 2004; Gómez-Aparicio 2009;
Busquets et al. 2010). Spanish Broom, Spartium junceum
(L.), is one of these perennial shrubs native to the
Mediterranean region from Southern Europe to Northwest
Africa and Southwest Asia. (Angelini et al. 2000; Travlos
et al. 2007). It has been introduced in many countries as a
garden plant and used for soil erosion control (Bossard et al.
2000). S. junceum (L.) is the only species of the Spartium in
the Genisteae tribe; and possesses xerophytic features that
provide remarkable adaptability and resistance to drought
and adverse environments (Preti and Giadrossich 2009).
This shrub can grow vigorously in sunny areas from 0 to
1400 m above sea level (Pignatti 1982). It thrives quite well
in arid regions with poor, dry and rocky soils (Busquets et al.
2010). Because of such characteristics, it is typically found in
marginal soils, disturbed areas such as eroded, stony hillsides
and roadsides (Preti and Giadrossich 2009; Sanhueza and
Zalba 2012).

Electronic supplementary material The online version of this article
(https://doi.org/10.1007/s13199-020-00679-8) contains supplementary
material, which is available to authorized users.

* Nacer Ramdani
ramdani_nacer@hotmail.fr

1 Laboratoire d’Ecologie Microbienne, Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie, Université de Bejaia, 06000 Bejaia, Algeria

2 Laboratoire de Biologie et Physiologie des Organismes, Faculté des
Sciences Biologiques USTHB, BP 132 El Alia, Alger, Algeria

3 Laboratoire de Microbiologie Appliquée, Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie, Université de Bejaia, 06000 Bejaia, Algeria

https://doi.org/10.1007/s13199-020-00679-8

/ Published online: 19 May 2020

Symbiosis (2020) 81:25–37

Author's personal copy

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s13199-020-00679-8&domain=pdf
http://orcid.org/0000-0001-5381-4540
https://doi.org/10.1007/s13199-020-00679-8
mailto:ramdani_nacer@hotmail.fr


Spanish Broom is not a source of food as its flowers and
seeds are toxic (Barboni et al. 1994; Colombo et al. 2010).
However, as a legume, it is able to fix atmospheric nitrogen
(N2) via symbiotic bacteria termed rhizobia in its root nod-
ules. This biological allows a net input of atmospheric ni-
trogen into the natural and agricultural ecosystems where it
grows (Jackson et al. 2008), improving degraded soil fer-
tility (Cardinale et al. 2010) and facilitating the establish-
ment and growth of other plant species (Castro et al. 2002;
Gómez-Aparicio 2009; Alday et al. 2014). Together, these
help prevent landslides (Scippa et al. 2006; Preti and
Giadrossich 2009) and help to combat erosion and deserti-
fication (Castro et al. 2004; Bautista et al. 2007). Despite its
ecological importance, not much is known about the diver-
sity and symbiotic effectiveness of its bacterial partners.
One aim of the present study was to select the most efficient
“legumes-rhizobia” in this partnership to enhance compet-
itiveness and nodule occupancy in the natural environment
(Herrera et al. 1993). Studies of the endosymbiotic bacteria
from the root nodules of Spartium junceum in the
Mediterranean region of Europe have indicated that
Bradyrhizobium spp. are the main symbionts nodulating
this species (Quatrini et al. 2002; Cardinale et al. 2008;
Ruiz-Díez et al. 2009; Parker 2014). However, there is no
information available about the microsymbionts associated
with this legume from the Southern Mediterranean particu-
larly Algeria. The current study, therefore, aimed to: (i)
investigate the diversity of endosymbiotic bacteria associ-
ated with S. junceum (L.) nodulation by phenotypic and
genotypic methods; (ii) evaluate their symbiotic perfor-
mances in order to select the efficient strains that could be
included in the inoculum formulations.

2 Materials and methods

2.1 Nodules, seeds and soils sampling

The root nodules used in this study were collected from
wild S. junceum (L.) plants growing in four different
locations of Bejaia city (Northeastern Algeria) namely:
Adekar, Barbacha, Semaoun and Sidi-Aïch. Healthy
nodules were detached along with a portion of the root
and stored in tubes containing silica gel, separated by a
cotton layer, until the isolation process. Soils were col-
lected in the immediate vicinity of the plant at a depth of
0–25 cm and were analyzed for organic carbon (OC)
content, total nitrogen (TN), available P, pH, texture,
electric conductivity (EC) and total limestone (CaCO3)
according to Sarkar and Haldar (2005). Seeds of
S. junceum L. were also collected directly on the sam-
pling sites during summer.

2.2 Rhizobial isolation

Dried nodules were carefully detached from roots, re-hydrated
overnight at 4 °C by immersion in distilled water and then
surface-sterilized following standard procedures (Vincent
1970). Each nodule was crushed in 50 μl of sterile saline
solution (0.9% NaCl) and the resultant suspension was
streaked on Congo Red-Yeast Extract Mannitol Agar (CR-
YEMA) media plates (Somasegaran and Hoben 1994). The
plates were then incubated for 3 to 10 days at 28 °C.
Individual colonies were checked for purity by repeated
streaking on fresh YEMAmedium and by microscopic exam-
ination of the cellular morphology and Gram-stain reaction.
Purified strains were maintained at 4 °C on YEMA slopes
containing 0.3% CaCO3 for short-term use and at −80 °C on
YEM broth (YEMB) with 20% glycerol (v/v) for long-term
storage.

2.3 Plant nodulation and symbiotic effectiveness test

The nodulation ability and symbiotic performance of the
strains was tested on the original host plant as described by
Somasegaran and Hoben (1994). The undamaged S. junceum
seeds were scarified by immersion in concentrated sulphuric
acid for 30 min, and then rinsed thoroughly with sterile dis-
tilled water. After that, the seeds were incubated on water agar
(1%) plates in darkness at 25 °C until emergence. The germi-
nated seeds were individually transferred to sterilized 250 ml
flasks containing N-free Fahraeüs semisolid agar medium
(0.8%) (Fahraeüs 1957). Two days after planting, the seed-
lings were inoculated separately with a suitable bacterial sus-
pension (approx. 1 × 108 cells per plant). Plants were grown in
growth chamber with a 16/8 h light/dark photoperiod, at 25/
18 °C day/night temperature and 60–70% relative humidity.
To evaluate the symbiotic effectiveness (SE) of bacteria, two
non-inoculated controls were prepared: one receiving 10 mM
KNO3 as positive control, and another, as a negative control,
with only N-free Fahraeüs medium. All experiments were
performed in triplicate. After 12 weeks of growth, plants were
harvested and examined for the presence of nodules. Roots
containing nodules were separated from shoots, washed prop-
erly with tap water and the number of nodules (NN) per plant
was counted. Shoot dry weights (SDW) were measured after
the plants were dried in the oven at 65 °C to constant weight.
The shoots were then crushed and analyzed for N-content
(TNS) by Kjeldahl digestion method (Bremmen and
Mulvaney 1982). Symbiotic performance of each isolate was
evaluated by calculating the percent of symbiotic effective-
ness (%SE) defined as:

%SE ¼ IPSDW
NIFPSDW

� 100
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(Where IPSDW: inoculated plant shoot dry weight;
NIFPSDW: noninoculated N-fertilized plant shoot dry
weight). Finally, the strains were rated as highly effective
(SE > 80%), effective (50–80%), less effective (35–50%)
and ineffective (SE < 35%) (Beck et al. 1993).

To select the efficient strains, the data collected were
analysed by one-way ANOVA using XLSTAT software
(2016, version 2.0). The Tukey’s HSD test was completed to
compare the means and to detect significant differences of 5%
among the treatments, Pearson’s correlation coefficients were
also calculated to establish relationships between the mea-
sured parameters.

2.4 Phenotypic characterization and numerical
taxonomy

The strains nodulating the original host plant were examined
for their cellular characteristics and colony morphologies. The
acid/alkaline reactionwas evaluated onYEMAplates contain-
ing bromothymol blue (BTB; 0.0025%, w/v) as pH-change
indicator (Vincent 1970; Somasegaran and Hoben 1994).
Generation times were determined with Erlenmeyer flasks
cultures grown in YEMB medium and incubated on gyratory
shaker (170 rpm) at 28 °C. Bacterial growth was evaluated by
measuring optical density at 600 nm every 6 h (Yelton et al.
1983). Physiological tests including oxidase, catalase, urease
and nitrate reductase activity were performed as described in
the Manual of Methods for General Bacteriology (Gerhardt
et al. 1981). The intrinsic tolerance to antibiotics was assessed
by disk diffusion method on YEMA plates using ampicillin
(10 μg), chloramphenicol (30 μg), kanamycin (30 μg),
spiramycin (10 μg), penicillin (6 μg), oxytetracycline
(30 μg), lincomycin (15 μg), bacitracin (130 μg), neomycin
(30 μg), doxycylin (30 μg), vancomycin (30 μg), oxacillin
(5μg) and cefalexin (30 μg). Inhibition zones diameters great-
er than 2 mm were considered as sensitive (Ladha and So
1994). Use of carbohydrates as the sole carbon source was
tested in YEMB medium supplemented with 0.5% NH4Cl
instead of yeast extract as nitrogen source. Mannitol was re-
placed by one of the following carbon substrates at final con-
centration of 0.1%: D-glucose, D-fructose, D-rhamnose, D-
arabinose, D-mannose, D-sorbose, D-galactose, sucrose, malt-
ose, cellobiose, raffinose, dextrin, starch, salicine, D-treha-
lose, L-xylose, sorbitol, inositol, adonitol, glycerol, lactose,
succinic acid, fumaric acid, malic acid, citric acid, lactic acid
and potassium acetate. A similar procedure was performed to
investigate the use of amino acids as sole nitrogen and carbon
sources, except that yeast extract and mannitol of YEMB me-
dium was replaced by one of the following amino acids at
final concentration of 0.1%: aspartatic acid, glutamatic acid,
proline, valine, leucine, alanine, serine, tryptophane, histidine,
isoleucine and glycine betaine. All carbon substrates and

amino acids were sterilized using 0.22 μm size membrane
filters before adding them to the medium. The capacity of
the strains to grow at different pH values (4, 5, 6, 7, 8, 9 and
10), at different temperatures (20, 25, 30, 35, 40, 45 and
50 °C) and their tolerance to sodium chloride (0, 0.5, 1, 1.5,
2, 2.5 and 3%) were performed on YEMB medium as de-
scribed by Smibert and Krieg (1981).

The phenotypic characters results were converted into a
two-dimensional binary matrix, in which the positive tests
were coded as “1” and the negative as “0”, and analysed by
using XLSTAT software (2016, version 2.0). For each pair of
strains, a Jaccard similarity (Sj) coefficient was calculated, and
a UPGMA algorithm was used to perform hierarchical cluster
analysis and infer a dendrogram.

2.5 Genotypic characterization

2.5.1 DNA preparation, PCR amplification and electrophoresis

Bacterial genomic DNAs were extracted and purified from
cultures grown in YEMB using the CTAB/chloroform/
isoamyl alcohol method as described by Wilson (1997). The
DNA samples were then diluted to 40 ng μl−1 for PCR ampli-
fication and kept at −20 °C until required analysis. The 16S
rRNA gene was amplified using the primers 41F and 1488R
with cycling parameters and reactions as described by
Herrera-Cervera et al. (1999). The glnII gene was amplified
using the primers GSII-1 and GSII-4 as described by Turner
and Young (2000), while recA gene fragment was amplified
with recA41F and recA640R primers following the protocol
described by Zhang et al. (2008). Amplification of nodC gene
fragments was carried out using primers 540F and 1160R in
accordance with procedures specified by Sarita et al. (2005).
The amplified DNA of each gene was resolved by 1% (w/v)
agarose gel electrophoresis in TAE buffer (20 mM Tris-HCl,
4 mM sodium acetate, 1 mM disodium EDTA [pH 7.4]) with
appropriate DNA size standards, followed by staining with
ethidium bromide (0.5 μg/ml), visualized with a UV transil-
luminator and photographed.

2.5.2 16S rDNA-RFLP analysis

The PCR products of 16S rRNA gene were digested by four
restriction endonucleases AluI, DdeI, HaeIII and Sau96I sep-
arately in a 10 μl reaction volume following the manufac-
turer’s recommendations (New England Biolabs inc.). PCR-
restriction fragment length polymorphism (RFLP) products
were analyzed by horizontal electrophoresis in 3% agarose,
as described before. The band sizes and numbers of DNA
fragments were estimated by visual comparison with the stan-
dard molecular weight markers (100 bp DNA Ladder,
Invitrogen). According to the nomenclature defined by
Laguerre et al. (1994), each distinct fingerprint was assigned
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a letter, and RFLP patterns obtained from digestion were com-
bined, and then used to form PCR-RFLP types. Additionally,
a Principal Component Analysis (PCA) was performed using
the XLSTAT (2016, version 2.0) software to determine rela-
tionships between soil properties and 16S rDNA-RFLP data
of the S. junceum-rhizobial strains. During this analysis, the
soil physicochemical parameters and the rhizobial genotypes
were considered as active variables.

2.5.3 DNA sequencing and phylogenetic analysis

Based on the results of PCR–RFLP, 12 representative strains
were selected for partial sequencing of the 16S rRNA, house-
keeping (glnII and recA) and symbiotic (nodC) genes. PCR
amplified products were column-purified with a NucleoSpin
kit (Macherey-Nagel, Düren, Germany) following the manu-
facturer’s recommendations, and sequenced using the same
primers as for PCR amplification. Sequence reactions were
performed using the ABI Big Dye chain-terminator method
with fluorescent ddNTPs and both strands were sequenced by
using a model 370A DNA sequencer (Applied Biosystems).
The partial sequences obtained were checked and corrected
manually when necessary using the ChromasPro program ver-
sion 1.42. Sequences were preliminarily compared with those
available in the GenBank database through BLASTn
(Altschul et al. 1990), and then aligned using the ClustalW
program implemented in the MEGA 6 software package
(Tamura et al. 2013). Phylogenetic trees were obtained with
neighbor-joining method (Saitou and Nei 1987) using the
Kimura’s 2-parameter model (Kimura 1980), and statistical
support of the trees was calculated by bootstrap analyses using
1000 replications. All positions containing gaps and missing
data were eliminated.

2.5.4 Nucleotide sequence accession numbers

The sequences used in this work are available in GenBank
database under the accession numbers from MH255663 to
MH255674 for 16S rRNA gene, MN075790 to MN075801
for nodC gene fragments, MN235716 toMN235727 for glnII,
and MN235728 to MN235739 for recA.

3 Results and discussion

3.1 Soils physicochemical properties

The soils from which the S. junceum nodules were collected
varied in their physicochemical properties (Table 1). Adekar
and Barbacha soils had a sandy-loam texture with a high sand
content (61.7% and 71.2%, respectively) and were character-
ized by a neutral pH. Sidi-Aïch and Semaoun soils were also
sandy-clay-loams but had a higher clay content (31.9% and
30.1%, respectively) and an alkaline pH. The total limestone
(CaCO3) content was greater in Semaoun (33.74%) and Sidi-
Aïch (19.68%) soils, but in Adekar (7.86%) and Barbacha
(2.23%) soils. The electric conductivity (EC) values of all
the soils were below to the salinity scale established by the
United States Salinity Laboratory (Richards 1954). Chemical
analysis revealed that all the soils were poor in nutrients.

3.2 Rhizobial isolation, nodulation tests and symbiotic
effectiveness

A collection of 23 rhizobial strains was made from the root
nodules of S. junceum L. growing in four different locations in
Bejaia, northeastern Algeria. All strains were able to induce

Table 1 Origin of Spartium strains and physicochemical properties of soils used in this study

Strains Geographical origin Physicochemical properties of soils

Texture class Clay
(%)

Silt
(%)

Sand
(%)

pH
(H2O)

OC
(%)

TN
(%)

P
(ppm)

EC
`(μS/cm−1)

CaCO3

(%)

SjAD3, SjAD5, SjAD6,
SjAD13, SjAD16

Adekar
(36°43′25.10″N 4°34′

54.56″E)
Asl: 718 m

Sandy-Loam 2.0 36.3 61.7 6.9 0.9 0.07 0. 45 145 7.86

SjBA4, SjBA7, SjBA9,
SjBA12, SjBA21,
SjBA24

Barbacha
(36°34′33.29″N 4°58′

21.76″E) Asl: 721 m

Sandy-Loam 3.1 25.7 71.2 7.1 1.6 0.36 0.13 123 2.23

SjSM1, SjSM4, SjSM8,
SjSM11

Semaoune
(36°37′35.32″N 4°49′

26.20″E) Asl: 200 m

Sandy-Loam 30.1 13.4 56.7 8.5 1.8 0.11 0.20 212 33.74

SjSA4, SjSA10, SjSA11,
SjSA14, SjSA16,
SjSA19, SjSA23, SjSA26

Sidi-Aich
(36°35′33.80″N 4°40′

11.80″E) Asl: 111 m

Sandy-Clay-Loam 31.9 14.3 53.8 8.4 1.5 0.14 0.40 245 19.68

OC Organic Carbon, TN Total Nitrogen, P Available Phosphorus, EC Electrical Conductivity, CaCO3 Total Limestone, Asl Above Sea Level
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root nodules on the original host plant (Table 2). The nodules
produced by the majority of strains (91.3%) were red, and the
plants appeared healthy with a dark-green colour, in contrast
to the yellow colour of the negative uninoculated control
plants. The nodules induced by SjSA19 and SjSA4 strains
(8.7%) were small, slightly pink and the plants were yellow-
green and stunted, suggesting low rates of N2 fixation. The
average nodules number (NN) per plant was significantly dif-
ferent (P < 0.001) among strains. Maximum nodulation was
shown by SjAD16 followed by SjBA7. Strains SjSA4 and
SjSA19 induced the formation of fewer nodules. Strain
SjAD16 was the most effective, with 3.51% of total nitrogen
in the shoots (TNS), however all inoculated plants, whatever
the strain showed higher TNS contents compared with the
negative control. Interestingly, all strains gave rise to higher
shoot dry weights (SDW) compared with the negative control.
The maximum SDW were obtained in plants inoculated with
SjAD16, SjBA7, SjSA10 and SjSA16 strains.

Based on symbiotic effectiveness (% SE) (Beck et al.
1993), the strains could be classified into two groups: group
I included 43.5% of strains that were found to be highly ef-
fective and group II with 56.5% of strains also being effective.

There was a significant positive correlation between the
symbiotic parameters (Pearson coefficient, r values). The in-
crease in shoots dry weight was positively correlated with the
number of nodules (r = 0.547, P < 0.0001) and shoot total ni-
trogen (r = 0.766, P < 0.0001). In addition, the symbiotic ef-
fectiveness was positively correlated with the number of nod-
ules (r = 0.493, P < 0.0001), and shoot total nitrogen (r =
0.727, P < 0.0001), and also strongly correlated with shoot
dry weight (r = 0.909, p < 0.0001).

The results obtained in the present study are in line with
published data that assumed that Bradyrhizobium sp. forms an
efficient N2-fixing symbiosis with S. junceum L. (Cardinale
et al. 2008), Glycine max L. Merrill (Chen et al. 2002; Argaw
2015) and Vigna unguiculata (Sarr et al. 2009). The present
study enabled us to identify the most effective strains, and
particularly the strain SjAD16. This could be used in the fu-
ture to inoculate plants for environmental applications such as
the restoration of degraded and poor soils.

3.3 Phenotypic characterization and numerical
taxonomy

All S. junceum strains streaked on YEMA plates produced
circular colonies (Ø < 2 mm), cream, less gummy, slightly
convex, translucent and non mucoid after 5 to 7 days growth
at 28 °C. They were motile, non-spore-forming, Gram-
negative rod-shaped. The change in colour of the green to blue
YEMA-BTB medium pH indicator reflects the strong ability
of strains to produce alkalis. The mean generation times of
strains were longer (8.4 to 22.2 h), which makes it possible
to identify them as slow-growing rhizobia. These characteris-
tics are typical of bacteria in the genus Bradyrhizobium
(Jordan 1982; Elkan 1992; Odee et al. 1997).

All strains used glucose, fructose, mannitol, glycerol, sor-
bitol, citric acid, fumaric acid and malic acid as carbon and
energy source; tryptophan, glutamate, proline as nitrogen and
carbon source; however none of them were able to assimilate
starch. They produced oxidase and catalase and were resistant
to kanamycin. The optimal growth was between 25 and 30 °C
at neutral pH (6 and 7), but their growth was completely
inhibited at 45 and 50 °C, at pH 4 and 10, and at concentra-
tions under 1.5% of NaCl.

Numerical taxonomic analysis based on the 52 variable
features among the 79 tested (Table S1) revealed 4 distinctive
clusters at a Jaccard similarity coefficient level of 0.53
(Fig. 1). The first cluster consisted of four strains (SjAD16,
SjBA24, SjSM1 and SjSM8) that displayed 100% similarity.
They grow between pH 6 and 7, at temperatures between 20
and 30 °C, but not at 35 °C and were able to grow with NaCl

Table 2 Symbiotic properties of Spartium strains

Strains NN TNS DWS SE

SjAD3 14.0 def 1.95 efg 1.38 de 72.02 b-e

SjAD5 20.0 a-e 1.79 e-h 1.71 ab 89.19 a-d

SjAD6 14.6 c-f 1.91 efg 1.70 ab 88.77 a-d

SjAD13 21.6 a-d 1.98 efg 1.75 ab 90.91 a-d

SjAD16 27.3 a 3.51 ab 1.87 a 97.58 ab

SjBA4 21.3 a-e 1.98 efg 1.39 de 72.34 a-e

SjBA7 25.6 a 2.07 ef 1.83 a 94.82 ab

SjBA9 15.3 c-f 1.46 fgh 1.24 def 64.72 de

SjBA12 15.3 c-f 1.90 efg 1.25 def 65.14 cde

SjBA21 23.6 abc 1.93 efg 1.46 bcd 76.22 a-e

SjBA24 20.6 a-e 2.20 de 1.69 abc 88.22 a-d

SjSM1 25.3 ab 2.83 cd 1.71 ab 89.16 a-d

SjSM4 22.0 a-d 1.76 e-h 1.40 cde 72.70 a-e

SjSM8 12.3 ef 1.73 e-h 1.14 ef 59.67 e

SjSM11 15.3 c-f 1.42 gh 1.25 def 65.01 cde

SjSA4 9.6 f 1.22 h 1.07 f 55.57 e

SjSA10 21.3 a-e 2.99 bc 1.79 a 92.67 abc

SjSA11 14.6 c-f 1.75 e-h 1.38 de 72.24 a-e

SjSA14 13.0 def 1.57 e-h 1.24 def 64.42 de

SjSA16 21.0 a-e 2.17 e 1.76 a 91.75 a-d

SjSA19 9.3 f 1.19 h 1.13 ef 58.31 e

SjSA23 16.3 b-f 1.98 efg 1.40 cde 73.19 a-e

SjSA26 20.6a-e 2.00 efg 1.72 ab 89.69 a-d

Positive control 0.00 g 3.89 a 1.94 a 100.00 a

Negative control 0.00 g 0.44 i 0.40 g 21.16 f

Values followed by the same letter in each column did not differ (Tukey
HSD test, p < 0.05)

SE Symbiotic effectiveness (%); DWS Dry Weight Shoots (g plant−1 );
NN Nodules Number plant−1 , TNS Total Nitrogen Shoot (%)
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concentrations up to 1.5%. All strains reduced nitrate, but they
have no urease and β-galactosidase. They were resistant to
bacitracin, doxycylin, lincomycin, neomycin, oxacillin, peni-
cillin, spiramycin and vancomycin, but sensitive to ampicillin,
cefalexin, chloramphenicol and oxytetracycline. Cluster I
strains used arabinose, rhamnose, trehalose, adonitol, inositol,
cellobiose, raffinose, sucrose, lactic acid, succinic acid and
potassium acetate as a sole carbon source and energy. They
also assimilated alanine, aspartic acid, isoleucine, serine as a
unique carbon and nitrogen source. The second cluster was
the largest and included 10 strains originating from 3 different
localities. They grew well at temperatures between 25 and
35 °C, but not at pH 4 and pH above 7 and they were inhibited
at a concentration of 0.5% NaCl. All of them were nitrate
reductase negative and were unable to use sucrose, raffinose,
dextrin, salicine, sorbose, rhamnose, valine, leucine, serine,
histidine as sole carbon and nitrogen source. They were sen-
sitive to doxycycline, vancomycin, penicillin, oxytetracycline,
lincomycin, bacitracin and spiramycin. This cluster is
subdivided into two sub-clusters “IIa” and “IIb” at a linkage
distance of 0.88. Strains of sub-cluster IIa differ from those of
sub-cluster IIb by the use of mannose, maltose and trehalose.
The third cluster consisted of seven strains of which three
strains (SjBA21, SjSM11 and SjBA12) shows 100% similar-
ity. Strains of this cluster were resistant to ampicillin, bacitra-
cin, chloramphenicol, cefalexin, lincomycin and vancomycin,
but sensitive to doxycylin, neomycin, oxytetracycline, oxacil-
lin, penicillin and spiramycin. They grew on YEMB supplied
with 1%NaCl, at pH 5–9, and were able to growwell between
20 and 30 °C, but not at 35 °C. All of themwere urease, nitrate
reductase and β-galactosidase positive. All the carbon and
nitrogen sources tested were assimilated except cellobiose
and alanine. Finally, the two strains forming cluster IV were

unable to use arabinose, inositol, adonitol and succinic acid as
unique carbon and energy sources. All the amino acids tested
were used by these strains as unique carbon and nitrogen
sources other than glycine betaine. They were sensitive to
bacitracin, doxycyclin, vancomycine, penicillin, oxytetracy-
cline, lincomycin and cefalexin, but resistant to ampicillin,
oxacillin, chloramphenicol, neomycin and spiramycin. The
β-galactosidase and nitrate reductase were positive but urease
was negative. Growth was observed between 25 and 30 °C but
not at 35 °C. They did not tolerate all NaCl concentrations
tested.

An important phenotypic diversity was observed between
the strains in terms of growth at a range of pH, temperature,
tolerance to NaCl, utilization of sugars, amino and organic
acids, and antibiotic resistance. According to Ojha et al.
(2017), such differences may be associated with local envi-
ronmental or edaphic conditions.

3.4 Genotypic characterization

3.4.1 PCR-RFLP analysis of 16S rDNA

Digestion of the resulting PCR products of 16S rRNA gene
with AluI, DdeI, HaeIII and Sau96I yielded respectively four,
seven, five and six profiles (Table 3). The combination of the
restriction patterns produced 12 different RFLP profiles, re-
vealing a high polymorphism. The strains from Sidi-Aïch
were the most diverse and distributed in seven profiles,
followed by those of Barbacha, Adekar and Semaoun with
five, four and two distinct profiles, respectively. Profiles IV,
V, VI and X were the most dominant (56.5% of strains) and
were present at least in two different sites (Table 3).

SjSM8
SjSM1

SjAD16
SjBA24
SjSA19
SjSA16
SjSA10
SjSA4
SjBA9
SjBA4
SjAD6
SjAD13
SjSA23
SjSA26
SjAD3
SjBA7
SjSA14
SjSM4

SjSM11
SjBA12
SjBA21
SjAD5

SjSA11

0,330,430,530,630,730,830,93

Jaccard coefficients

Cluster IV

Cluster III

Cluster II

II.b

II.a

Cluster I

Fig. 1 UPGMA dendrogram
showing the similarities based on
phenotypic tests results between
Spartium junceum strains in
northeastern Algeria
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Principal Component Analysis of the PCR-RFLP genotype
distribution according to the soil characteristics (Fig. 2)
showed that the first two components explained 79.5% of
the total variation. A close correlation was observed between
the Adekar soil variables (high levels of silt and phosphorus)
and profiles I, III, V and VI. Sidi-Aïch soil characteristics
(pHw, high levels of clay, total limestone and electric conduc-
tivity) were associated to profiles II, VII, XI and XII.
Barbacha soil with the profiles IV, VIII and X and Semaoun

soil with the profiles IV and X shared the same characteristics
(high organic carbon content and low phosphorus).

Our results provide evidence for a clear correlation be-
tween the genotypes of rhizobial strains and the soil
characteristics. This finding is in agreement with the results
of Lu et al. (2009) on the Caragana rhizobia communities in
China; and those of Fierer and Jackson (2006) on the diversity
and biogeography of soil bacterial communities in North and
South America.
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Fig. 2 Graph of the first 2
dimensions of principal
correspondence analysis (PCA)
performed on RFLP pattern
(noted I to XII) abundance data in
relation to soil factors (in bold and
square symbols ■) in four
sampling sites (triangle symbols
▲)

Table 3 Restriction profiles of
amplified 16S rRNA gene Strains Restriction pattern produced by: PCR-RFLP

types
Number of
isolates

AluI DdeI HaeIII Sau96I

SjAD3 a a a a I 1

SjSA19 a a c b II 1

SjAD5, SjAD16 a b b b III 2

SjSM1, SjSM8, SjBA24 a b c b IV 3

SjSA4, SjSA23, SjAD6 a c b b V 3

SjAD13, SjSA10, SjBA4 a c c b VI 3

SjSA11 a c e f VII 1

SjBA7 a d a d VIII 1

SjSA16, SjBA9 a e c b IX 2

SjBA12, SjBA21, SjSM4,
SjSM11

b f d e X 4

SjSA14 c g a d XI 1

SjSA26 d d b c XII 1

The strain indicated in bold refers to strains selected for sequence analyses of 16S rRNA in this study

Identical patterns are designated by the same letter for each restriction enzyme

PCR-RFLP types represent the combination of patterns (from I to XII) obtained with the four restriction enzymes
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3.4.2 Phylogenetic analysis of rhizobial strains nodulating
Spartium junceum L.

The representative strains of each PCR-RFLP profile were
subjected to molecular characterization using sequence anal-
ysis of core (16S rDNA, glnII, recA) and symbiotic (nodC)
genes. According to the 16S rRNA gene sequencing results
and the similarity search carried out in GenBank database
using BLAST program, the strains isolated from nodules of
S. junceum L. in northeastern Algeria belong to the genus
Bradyrhizobium. The phylogenetic tree (Supplementary Fig.
S3a) constructed from 1150 bp alignment of the 16S rRNA
gene sequences clearly grouped these strains into two distinct
major clades, which is in agreement with previous studies
(Willems et al. 2001; Kwon et al. 2005; Menna et al. 2009;
Durán et al. 2014; Ojha et al. 2017; Rathi et al. 2018 and
Stępkowski et al. 2018). The first clade contained only
SjBA12 strain clustered at sequence similarity of 99.91%with
B. japonicum USDA 6T in B. japonicum lineage. This strain
shared 99.39% sequence similarity when compared with
B. canariense Sp-1 isolated from S. junceum L. in Spain
(Ruiz-Díez et al. 2009). The second clade including the re-
maining 11 strains grouped within the B. elkanii lineage and
shared 99.21–99.91% sequence similarity with each other and
within the closest related Bradyrhizobium species
(B. algeriense RST89T, B. macuxiense BR 10303T,
B. retamae Ro19T and B. valentinum LmjM3T).

Although precise for the definition of genera, 16S rRNA
gene sequence analysis in Bradyrhizobium strains is not suf-
ficiently sensitive to distinguish closely related species
(Haukka et al. 1996; Barrera et al. 1997; Willems et al.
2001; Rivas et al. 2009). Several other molecular markers
such as housekeeping genes have been proposed with the
aim of enhancing the resolving power in delineating among
of some Bradyrhizobium species (Vinuesa et al. 2005a). In
order to ascertain the phylogenetic position of our strains with-
in the Bradyrhizobium genus, a phylogenetic tree was gener-
ated using two housekeeping genes (recA and glnII). Based on
the sequence analysis made from individual and concatenated
genes, the test strains were consistently grouped into two sep-
arate clades, I and II (Supplementary figures 3Sb, 3Sc and
3Sd). Overall, these grouping results were consistent with
the relationships revealed in the 16S rRNA phylogeny of
Bradyrhizobium previously reported. Phylogenetic tree of
the concatenated two genes (glnII and recA, with a total length
of 871 bp) (Supplementary Fig. 3Sd) was compared to that of
the concatenated three genes (16S rDNA, glnII and recA, with
a total length of 1995 bp) (Fig. 3). In both trees, the test strains
were dispersed among six distinct clusters designated A to F,
where the majority of the strains were clustered in the clade II.
It is inferred in the tree with the concatenated sequences of
three genes (Fig. 3), that the first clade was composed exclu-
sively by the strain SjBA12 (cluster F) to which B. japonicum

USDA 6T was identified as its closest phylogenetic neighbour
(99.19% sequence similarity). The strains in the second clade
were distributed into five distinct clusters (A to E). Strains
belonging to cluster A (SjAD3, SjBA7, SjSA14 and SjSM1)
shared a high sequence similarity (99.31 to 99.77%) with
B. retamae Ro19T, a species able to nodulate Retama spp.
(Guerrouj et al. 2013). This species has not previously been
reported to elicit nodules in S. junceumL. Themost interesting
aspect of these findings, concerns the strains of clusters B
(SjAD5) and C (SjBA4, SjSA11 and SjSA19) which showed
low sequence identities with the type strains of B. retamae
Ro19T (97.91 to 98.07%) and B. icense LMTR 13T (97.60
to 98.27%) respectively. The strains belonging to clusters D
(SjBA9) and E (SjSA4, SjSA26) also showed low sequence
similarities, ranging from 97.03 to 97.5%, with the type strain
of B. valentinum LmjM3T. By applying a 98.8% sequence
similarity, as a threshold value according to Ojha et al.
(2017) for species delineation, the seven strains distributed
in B, C, D and E clusters probably represent four novel species
within Bradyrhizobium genus. In addition, although isolated
from S. junceum nodules, the recA sequences of our strains,
when compared to the only available sequences of
Bradyrhizobium sp. (sjz1b and sjz3b) isolated in Croatia by
Parker (2014), have less than 95% similarity (Fig. S3c).

Our results are in agreement with previous studies, which
reported that S. junceum L. from different Mediterranean re-
gions was mainly nodulated by slow growing bacteria be-
longing to the genus Bradyrhizobium (Quatrini et al. 2002;
Cardinale et al. 2008; Ruiz-Díez et al. 2009; Parker 2014). In
addition to B. canariense, Ruiz-Díez et al. (2009) reported
that Phyllobacterium myrsinacearum was also able to
nodulate this species. On the other hand, Stępkowski et al.
(2018) reported that the genus Bradyrhizobium is the pre-
dominant rhizobium lineage nodulating Genisteae tribe of
legumes. This tribe includes Retama raetam, Retama
sphaerocarpa, Cytisus villosus, Lupinus micranthus and
Calicotome spinosa which grow in various climatic regimes
in Algeria and nodulated by different species (B. japonicum,
B. canariense, B. cytisi, B. rifense, B. lupini, B. elkanii and
B. algeriense) classified in the genus Bradyrhizobium
(Boulila et al. 2009; Ahnia et al. 2014; Bourebaba et al.
2016; Salmi et al. 2018; Ahnia et al. 2018). It is interesting
that Rodríguez-Echeverría et al. (2003) reported that in the
Iberian Peninsula, that six shrubby legumes (Cytisus
balansae, C. multiflorus, C. scoparius, C. striatus, Genista
hystrix and Retama sphaerocarpa), formed effective nodules
with strains belonging to Bradyrhizobium genus. Chahboune
et al. (2012) isolated a new species (Bradyrhizobium rifense)
from Cytisus villosus in Morocoo, while, Guerrouj et al.
(2013) analyzed several strains of Bradyrhizobium isolated
in Spain and Morocco from Retama sphaerocarpa and
Retama monosperma, and proposed a novel symbiovar (sv.
retamae) with a novel species named B. retamae sp. nov.
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Moreover, Durán et al. (2014) isolated B. valentinum that
nodulated Lupinus-mariae-josephae (Lmj) growing in small
area in Valencia region (Spain). In addition, Beukes et al.
(2016) reported the presence of B. arachidis among

Argyrolobium rupestre symbionts growing in South Africa.
In contrast, several studies have reported that different
Genisteae species such as Teline monspessulana (Italy,
Cardinale et al. 2008), Argyrolobium rupestre (South
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Fig. 3 Neighbour-joining tree constructed from concaternated rrs, glnII
and recA genes to show the phylogenetic relationships between the
Spartium junceum-Bradyrhizobium strains in northeastern Algeria
(shown in bold) and reference/type strains (T). Numbers on branches

indicate the percentage of bootstrapped trees supporting each node
(only values >50% were indicated). The bar represents 0.5% nucleotide
substitution. Sampling sites: ■ Barbacha (BA), ▲ Adekar (AD), ● Sidi-
Aïch and ♦ Semaoun (SM). Sj: Spartium junceum
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Africa, Beukes et al. 2016) and Genista saharae (Algeria,
Cha ïch e t a l . 2016) were ab l e to nodu la t e by
Mesorhizobium strains. Mahdhi et al. (2008) reported the
isolation of Sinorhizobium, Rhizobium and Agrobacterium
from Retama raetam in arid zones in Tunisia. Other species

belonging to the genera Ensifer and Neorhizobium were able
to nodulate Genista saharae growing in the northeast of the
Algerian Sahara (Chaïch et al. 2016). Thus the situation with
respect to nodulation of species in the Genisteae tribe of le-
gumes is complex and needs clarification.
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Fig. 4 Neighbour-joining phylogeny for nodC gene of Spartium
junceum-Bradyrhizobium strains in northeastern Algeria (shown in
bold) and reference/type strains (T). Numbers on branches indicate the
percentage of bootstrapped trees supporting each node (only values >50%

were indicated). The bar represents 5% nucleotide substitution. Sampling
sites: ■ Barbacha (BA), ▲ Adekar (AD), ● Sidi-Aïch and ♦ Semaoun
(SM). Sj: Spartium junceum
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3.4.3 Phylogeny based on symbiotic gene nodC

The phylogenetic tree generated from the nodC gene (Fig. 4)
placed the majority of our strains (91.66%) within symbiovar
retamae cluster, represented by B. retamae strain Ro19T,
B. valentinum LmjM3T and B. algerienseRST89T, nodulating
respectively Retama monosperma, Lupinus mariae-josephae
and Retama sphaerocarpa. The sequence similarity of these
strains with each other, and within the closest related
Bradyrhizobium species, was between 98.57 to 100%. The
SjBA12 strain showed 81.62% sequence similarity to the
nodC gene of the reference strains of Bradyrhizobium
symbiovar glycinearum, and sequence similarities of 82.34
and 82.68% to the nodC gene of the reference strains of
Bradyrhizobium symbiovar tropici. These similarities values
were lower than those found among various symbiovar in
Bradyrhizobium species. This indicates the existence of a pos-
sible new symbiovar in Bradyrhizobium genus represented by
the SjBA12 strain.

The observed discordance between the nodC and
housekeeping genes phylogenies supports the hypothesis
of multiple lateral transfers of symbiotic genes among
Bradyrhizobium lineages (Barcellos et al. 2007; Menna
and Hungria 2011). Furthermore, it has been suggested
that these lateral transfer events may well have affected
root-nodule evolution and rhizobial symbiotic function
(Moulin et al. 2004; Vinuesa et al. 2005a, 2005b;
Menna and Hungria 2011).

4 Conclusion

A collection of 23 efficient strains of Bradyrhizobium were
isolated from S. junceum L. nodules thriving in the Bejaia
region of Algeria. TheMLSA analysis of the 12 representative
16S rDNA-RFLP genotypes showed affiliation with affiliate
33.33% of the strains to B. retamae and 8.33% to
B. japonicum. The remaining 58.33% of the strains may rep-
resent four possible new genospecies. These results indicate
that Bradyrhizobium strains nodulating S. junceum from var-
ious parts of the Bejaia region were genetically different and
very distant from each other. Additional analyzes based on the
genomic, supplemented as needed by other phenotypic tests,
are required to elucidate further the taxonomic status of the
newly discovered strains.
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RÉSUMÉ

Vingt-trois souches bactériennes ont été isolées à partir de nodules racinaires de Spartium
junceum (L.), poussant à l'état sauvage dans quatre sites géographiques différents de la région de
Béjaia (Nord-est d'Algérie). Pour clarifier leur position taxonomique et phylogénétique, les
souches ont été analysées par une approche polyphasique combinant une caractérisation
symbiotique (nodulation, efficacité), des techniques phénotypiques (morphologie, biochimie et
physiologie, appuyée par une taxonomie numérique) et des techniques génotypiques (PCR/RFLP
de l'ADNr 16S, séquençage du gène codant pour l'ARNr 16S, de deux gènes de ménage codant
pour les protéines glnII et recA et d’un gène symbiotique, nodC).

Les tests d'infection des plantes ont révélé que toutes les souches étaient capables de
former des nodules sur leur plante hôte d'origine, mais avec une capacité de nodulation et une
efficacité symbiotique variables. Toutes les souches sont des rhizobia à croissance lente
produisant des alcalis dans le milieu YEMA. Selon les résultats des tests phénotypiques, les
souches ont été groupées en quatre principaux clusters dans un dendrogramme UPGMA, alors
qu'elles ont été discriminées en 12 génotypes distincts par comparaison de leur profil PCR/RFLP
de l'ADNr 16S. Les analyses phylogénétiques du gène codant l'ARNr 16S et de deux gènes de
ménage concaténés, glnII et recA, ont réparti les souches représentatives en deux clades majeurs
au sein du genre Bradyrhizobium. Certaines de ces souches sont étroitement apparentées à B.
retamae et B. japonicum, tandis que d'autres pourraient former de nouvelles espèces génomiques.

Sur la base de l'analyse de la séquence du gène symbiotique (nodC), la majorité des
souches a été placée dans le cluster symbiovar retamae à l'exception de la souche SjBA12 qui
pourrait constituer un nouveau symbiovar au sein du genre Bradyrhizobium.

Mots clés : Spartium junceum (L.), Bradyrhizobium sp., Caractérisation Symbiotique et
Phénotypique, .PCR/RFLP, Phylogénie (ADNr 16S, glnII, recA, nodC).

ABSTRACT

Twenty-three bacterial strains were isolated from root nodules of Spartium junceum (L.),
growing wild in four distinct geographic locations in Bejaia region (Northeastern Algeria). To
clarify their taxonomic and phylogenetic position, the strains were analyzed using a polyphasic
approach combining symbiotic characterization (nodulation, effectiveness), phenotypic techniques
(morphology, biochemistry and physiology, supported by numerical taxonomy) and genotypic
techniques (PCR/RFLP of 16S rDNA, sequencing of the 16S rRNA gene, two housekeeping genes,
glnII and recA, and a symbiotic nodC gene).

Plant infection tests revealed that all strains were able to form nodules on their original
host plant, but with variable nodulation ability and symbiotic effectiveness. All strains were slow-
growing, alkali-producing rhizobia in YEMA medium. According to phenotypic test results, the
strains were grouped in four main clusters in a UPGMA dendrogram, while they were
discriminated into 12 distinct genotypes by comparison of their 16S rDNA PCR/RFLP profile.
Phylogenetic analyses of 16S rRNA genes and two concatenated housekeeping genes, glnII and
recA, distributed the representative strains into two major clades within Bradyrhizobium genus.
Some of these strains were closely related to B. retamae and B. japonicum whereas others could
be form new genospecies.

Based on analysis of the symbiotic gene sequence (nodC), the majority of strains were
placed in the symbiovar retamae cluster except for SjBA12 strain which possibly constitutes a
new symbiovar within the genus Bradyrhizobium.

Keywords: Spartium junceum (L.), Bradyrhizobium sp., Symbiotic and. Phenotypic
Characterization, PCR/RFLP, Phylogeny (16S rDNA, glnII, recA, nodC).
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