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introduction

Introduction

Les légumineuses se distinguent comme l'une des familles les plus remarquables du
regne végetal, regroupant une variété de plantes herbacées, d'arbustes, de lianes et d'arbres,
souvent caractérisés par des nodosités témoignant de leur symbiose avec des bactéries

fixatrices d'azote.

Cette famille revét une importance significative a la fois sur le plan économique et
écologique. Sur le plan agricole, elle est essentielle, étant spontanément présente ou cultivee a
travers le monde pour une multitude d'usages, notamment la production alimentaire, le
fourrage et les engrais verts, ainsi que pour la préservation des sols contre I'érosion. Cette
importance découle principalement de leur symbiose avec les bactéries du sol, connues sous
le nom de rhizobia(Chen et al., 1995).

Les bactéries telle que rhizobium, sont d’une importance considérable en agriculture et
en forestiéres a cause de leur capacité d’établir une symbiose avec des plantes de la famille
des légumineuses. Ces dernieres peuvent jouer un réle important dans la protection de

I’environnement et 1’amélioration de la fertilité des sols (Ndoy, 1999).

L’association symbiotique entre rhizobia et Iégumineuses a bénéfices réciproque fournit
pour la bactérie, les ressources carbonées nécessaires a sa croissance, et pour la plante, la

fixation d’azote atmosphérique essentielle a son développement (Pellerin, et al., 2014).

En Algérie, plusieurs légumineuses de la tribu des Genisteae de différentes régions du
pays ont fait I’objet de nombreuses études (Boulila et al .2009 ; Ahnia 2014 ; Bourebaba et
al.,2016).

D’ou I’objectif de ce travail est d’étudier la croissance des rhizobia isolés des
legumineuses de zones arides a travers ces quelques tests phénotypiques: 1’effet de
différentes températures, de différentes teneurs en NaCl et étudier la caractérisation

morphologique, biochimique et cellulaire.

Ce document est constitué de trois chapitres : une synthése bibliographique qui présente
des généralités sur les partenaires (rhizobia et légumineuses) et leurs interactions (symbiose
rhizobia-légumineuses), chapitre matériel et méthodes. Le dernier chapitre comporte les

résultats obtenus et leurs discussions.
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I. Symbiose rhizobium-légumineuses

La symbiose entre les rhizobia et les Iégumineuses résulte d'une interaction spécifique
entre la plante et les bactéries du sol. Ce processus débute par une communication entre ces
deux partenaires grace a des signaux moléculaires (Perret et al., 2000). La bactérie induit
chez la légumineuse la formation d'un organe spécialisé sur les racines ou les tiges, appelé
nodule, a l'intérieur duquel la bactérie se différencie en bacteroides intracellulaires capables
de fixer l'azote atmosphérique en le réduisant en ammoniac (Gibson et al., 2008). Cette
relation symbiotique demeure le principal mécanisme biologique d'apport d'azote dans les

écosystémes de production agricole (Boddy et al., 2000).

I.1. Légumineuses

Les plantes qui établissent des symbioses fixatrices d'azote avec les rhizobia
appartiennent toutes a la famille des Fabacées ou légumineuses, comptant environ 20 000
espéeces réparties en 650 genres, ce qui la positionne en seconde place en termes de diversité
apres les Poaceae.

Les Fabacées sont divisees en trois sous-familles : les Mimosoideae, les
Caesalpinoideae et les Papilionoidées. La sous-famille des caesalpinoideae, comprenant
environ 150 genres, rassemblant principalement des arbres ou des arbustes retrouvés en
région tropicale et subtropicale.

La sous-famille des Mimosoideae rassemble surtout des arbres et des arbustes des
régions tropicales et subtropicales. Cette sous-famille posséde plus d’une soixantaine de
genres.

Enfin, les Papilionoidées représentent la sous-famille la plus diverse avec environ 430
genres. Les plantes de cette sous-famille sont principalement des herbes, mais comprenant

aussi des arbres et des arbustes, présents en région tempérée et tropicale (Cheriat, 2016).
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1.2. Rhizobia

Ce sont des bactéries Gram-négative, strictement aérobies dont 1’oxygéne est 1’accepteur
final des électrons d’une longueur de 1,2 a 3,0 um et une largeur de 0,5 a 0,9 um, non sporulant.
Contiennent souvent des granules de poly-B-hydrox butyrate (PHB), mobiles par un flagelle

polaire ou subpolaire ou bien 2 a 6 flagelles péritriches (Cheriet, 2016).

Ces bactéries sont nodulatrices de légumineuses, appartenant aux o-protéobactéries, qui
enrichissent le sol en fixant le N2 atmosphérique et qui ont donc une grande importance

écologique.

Tous les organismes de cet ordre ne sont pas des symbiotes ; certains sont des
méthanotrophes, tandis que d'autres peuvent méme étre pathogenes. Leur utilisation en tant que
bioinoculants en agriculture est suivie depuis des décennies. lls permettent de réduire la
dépendance aux engrais chimiques azotés et d'améliorer la productivité des légumineuses sur le

terrain.

Selon Alexander et al (2017) en plus d'entrainer une nodulation et une fixation d’azote
accru, I'inoculation rhizobienne déclenche la production de sidérophores, de phytohormones et de
HCN. Il contribue également a la solubilisation du phosphate ainsi qu'a I'absorption de P et de N.
I1. Processus de nodulation

Les interactions symbiotiques sont caractérisées chez les légumineuses par la formation des
nodules racinaires colonisés par des bactéries fixatrices d’azote. L’association symbiotique
Iégumineuse-bactérie est un processus indispensable a la plante pour acquérir 1’azote sous forme
réduit, mais aussi a la bactérie pour obtenir les nutriments nécessaires pour son développement.
Elle est essentiellement basée sur une communication moléculaire entre les deux partenaires
(Gage, 2004).

I1.1. Pré-infection

Les rhizobiums sont en général presents dans le sol et se multiplient dans la rhizophére de
la plante quand la graine germe. Trés t6t ces rhizobiums pénetrent dans la racine de la plante
grace a un mécanisme encore mal connu, soit en traversant les poils absorbant soit en utilisant les
blessures dans 1’écorce présentes a la base des radicelles. On peut alors distinguer au microscope
un cordon d’infection qui circule entre les cellules de I’écorce, puis éclate en libérant les bactéries

dans les cellules qui formeront I’ébauche du nodule. Les cellules de la plante héte se multiplient
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en entrainant des rhizobiums qui se multiplient également dans chacune des cellules filles.

Finalement, la nodosité apparait comme un organe comportant 5 éléments (FAO, 1992).

11.2. Infection

I1 existe une variabilité dans le type d’infection et dans la morphologie des nodules chez les
légumineuses. Les rhizobia sont capables de pénétrer a I’intérieur des légumineuses via deux
modes d’infection distincts. Par voie intracellulaire : dans ce cas, l'infection se produit par
l'intermédiaire d’un cordon d'infection qui achemine les bactéries du chevelu racinaire vers le
cortex et les distribue aux cellules, qui deviennent les cellules infectées du nodule fixateur
d'azote. Ce mode est par exemple observé chez le pois, la luzerne ou encore le soja.

Le second mode d'infection est I'infection par voie intercellulaire ou « crack-entry ». Dans
ce cas, ’infection se fait généralement au niveau des passages libérés par I’émergence des racines
latérales ou adventives, par des blessures occasionnées par des éléments extérieurs ou parfois
directement a travers la lamelle moyenne entre deux cellules du rhizoderme. Les rhizobia
progressent ensuite vers le primordium nodulaire de maniére intercellulaire ou deviennent
intracellulaires en formant des cordons d’infection. Il est communément accepté que les facteurs
de nodulation sécrétés par les rhizobia soient capables d’initier la formation de nodules sur les
plantes hétes. Or, tres récemment, Giraud et al. (2007) ont révisé cette théorie.

11.3. Organogenese

L’infection de la plante par les rhizobia induit la dédifférenciation et la division des cellules
du cortex. Les nodules de type indéterminé sont formeés a partir du cortex interne alors que les
nodules de type déterminé sont formés a partir du cortex externe. La persistance du méristéme
chez les especes a nodules de type déterminé est tres ephémere et la croissance en longueur du
nodule est limitée. Une croissance en épaisseur a lieu par hypertrophie des cellules corticales et

par des
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divisions de cellules contenant deja des rhizobia. Ce processus de formation se traduit
par une forme sphérique. Dans le cas des espéces a nodules de type indéterminé, la zone

méristématique est persistante ce qui se traduit par une forme allongée.

I11. Facteurs limitant la symbiose rhizobiums — légumineuses

De nombreuses conditions environnementales sont considérées comme des facteurs
limitants pour la croissance et l'activité des plantes fixatrices d'azote dans la symbiose
rhizobium-légumineuse. Le processus de fixation de N2 est étroitement lié a [I'état
physiologique de la plante hdte. Ainsi, il est peu probable qu'une souche rhizobienne
concurrente et persistante exprime pleinement sa capacité de fixation de l'azote si certains
facteurs, tels que la salinité, le pH, les carences nutritionnelles, la toxicité minérale, les
températures, I'humidité excessive ou insuffisante du sol, la présence de métaux ou certains
antibiotiques, limitent la vigueur de la Iégumineuse hote.

I11.1. Stress hydrique

La sécheresse ou la déshydratation est un facteur abiotique majeur qui conduit a la
réduction de la production agricole, due au déficit de I’eau. Les réponses des plantes a cet
effet seront par des changements cellulaires, métaboliques et moléculaires pour 1’adaptation a
ce stress. Il exerce un effet trés marqué sur la quantité de 1’azote fixée car le fonctionnement
des nodules est plus sensible a cette contrainte que celui du métabolisme général de la racine
et de la tige. Le principal résultat de la secheresse est le déséquilibre métabolique et
osmotique de la plante suivit de D’expression de la croissance cellulaire et d’une
photosynthése inadéquate a cause de dioxyde du carbone limité rapidement grace a la

fermeture du stroma.

I11.2. Stress thermique

Le stress thermique en écologie est une situation ou les organismes sont confrontés a
des températures qui dépassent leur plage de tolérance habituelle. Cette exposition peut avoir
des conséquences néfastes sur leur santé, leur capacité de survie et leur aptitude a se
reproduire.IPCC.(2014).

Ces températures extrémes peuvent étre provoquées par différentes conditions, telles
que des vagues de chaleur, des températures anormalement élevées ou basses, des fluctuations
rapides de température ou méme des changements graduels mais persistants de température
dans leur environnementUrban, M. C. (2015). Ces variations thermiques peuvent perturber

I'équilibre délicat des écosystemes, mettant en péril la diversité biologique et la stabilité des
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populations. En résumé, le stress thermique représente une menace sérieuse pour la santé et la
survie des organismes dans leur habitat naturel.
I11.3. Stress salin et osmotique

L'étude du stress salin et osmotique est essentielle en biologie et en écologie, car elle nous
permet de comprendre comment les organismes vivants réagissent aux fluctuations de sel et
de pression osmotique dans leur environnement. Ces stress peuvent sérieusement affecter la
physiologie, le métabolisme et méme la survie des organismes, qu'ils soient microscopiques
comme les micro-organismes unicellulaires ou plus complexes comme les plantes et les

animaux Munns,et al., (2008).

I11.4. Le stress ionique

Le stress ionique est un phénomeéne biologique essentiel qui fait I'objet d'études
approfondies en biologie et en écologie. 1l permet de comprendre comment les organismes
vivants réagissent aux variations de concentration des ions présents dans leur environnement,
tels que le sodium (Na+), le potassium (K+), le calcium (Ca2+), le magnésium (Mg2+) et le
chlorure (CI-). Ce stress peut avoir des conséquences graves sur la physiologie, le
métabolisme et la survie des organismes, qu'ils soient des micro-organismes unicellulaires,

des plantes ou des animaux Colzi,et al. (2019).

I11.5. Le stress nutritionnel
Un excés de sel peut nuire a la capacité des plantes a absorber et a utiliser
efficacement d'autres nutriments essentiels, affectant ainsi leur équilibre nutritionnel

Levigneron,et al. (1995).
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I. Matériel biologique

Dans cette étude, nous avons utilise 03 souches bactériennes isolées des nodules
racinaires d’une légumineuse de la tribu des Genisteae L’identification par 1’analyse
génotypique, confirme leur appartenant au genre Bradyrhizobium. Ces souches font partie de
d’une collection de souches de rhizobia du laboratoire de recherche « Ecologie Microbienne »
de I’Université de Bejaia. En outre la souche de référence Bradyrhizobium algeriense RST89

a été prises a titre comparatif.
I1. Méthodes

I1.1. Caractérisation culturale des souches
Les souches étudiées sont cultivées sur boites de Pétri contenant le milieu de culture
solide YMA (Annexe I). Aprés incubation & 28°C pendant 10 jours, nous avons étudié la

couleur, la forme, 1’aspect et la production d’exopolysaccharides de ces souches.

11.2. Morphologie des bactéries

L’examen a I’état frais des suspensions bactériennes permet de mettre en évidence, la forme
ainsi que la mobilité des souches étudiées. En effet, aprés avoir homogénéisé la culture
liquide YMB (Annexe ) contenant les bactéries jeunes, nous avons pris une suspension
bactérienne et déposé sur une lame et observé sous microscope optique au Grossissement 10 x
40 (figure 1).

échantillon
%ﬁ / ’}1.‘\.‘.
lamelle . / =\

lame goutte d’eau

Figure 1 : Etapes de la réalisation d’un frottis a 1’état frais.



Coloration de Gram
La coloration de Gram est une coloration différentielle permettant la division des

bactéries en deux groupes distincts ; Gram + et Gram -, par leur affinité pour les colorants. A
Cet effet nous avons appliqué ce test sur les souches étudiées en suivant la technique classique
qui consiste a :
e La preparation est recouverte par la Fuchsine, laissé agir durant 1 min. Apres un
nouveau
e Lavage a I’eau, on égoutte la lame sur du papier absorbant puis on observe a 1’huile
Cette technique est I’'une des méthodes de coloration les plus utilisées, car elle permet
d’identifier les bactéries Gram positif et bactéries Gram négatif (Tortora et al., 2003).
Le protocole suivi est ci-dessous :
e Un frottis fixé a la chaleur sous la hotte a flux laminaire, est recouvert par un colorant
e Basique le violet de Gentiane, laissé agir pendant 1min.
e Leviolet est éliminé avec le Lugol et laissé agir pendant 30 secondes.
e Aprés un lavage a 1’alcool-acétone, le surplus de la solution décolorante est chassé par
une immersion.
e Laver a I’cau distillée.

e Observer au microscope (Gx100).

11.3. Caractérisation physiologique

Afin d’étudier la croissance de ces souches isolées, nous avons procédé a une série de
tests physiologiques tels que la température, et la tolérance au NaCl. Aprés incubation, la
croissance des souches est estimée par I’absorbance a une longueur d’onde A= 620nm. Trois

exemplaires ont été pris en considération pour chaque test.

11.3.1. Effet de la température sur la croissance bactérienne

La croissance des souches bactériennes a différentes températures a fait I'objet d'une
étude sur milieu YMB a raison de 3 répétitions par souche. Les cultures sont incubées a
différentes temperatures : 26°C, 28°C, 30°C, 32°C ,34°C et 37°C. La croissance bactérienne
est évaluee par mesure de la densité optique a une longueur d'onde A= 620 nm pendant 10

jours.



11.3.2. Effet du NaCl sur la croissance bactérienne

L’étude de la croissance des souches en présence de NaCl a été effectuée sur milieu
YMB a différentes concentrations : 100mM, 200mM, 300mM, 400mM et 500mM La
croissance est évaluée dans chaque tube par la mesure de la densité optique a 620 nm pendant
10 jours.

I1.4. Caractérisation biochimique des souches bactériennes

Pour caractériser les souches étudiées, nous avons utilisé un test de galerie Api 20 NE,
un systéme standardisé pour identifier les bacilles & Gram négatif qui ne sont pas des
entérobactéries. Ce test consiste en 20 micro-tubes contenant des substances déshydratées
(figure2).

Cupule

Tube

Inoculation de la galerie Détail d’'un tube © Georges Dolisi

Référence

@@88888888 bOoo000000 =

Nom
ONPG ADH LDC ODC CIT H25 URE TDA IND VP GE GLU MAN INO S0R RHA SAC MEL AMY ARA EPrénom

Figure 2 : Méthode utilisé pour Galerie AP20.

L’utilisation de la galerie nécessite une répartition de I’eau distillée stérile dans les
alvéoles pour reconstituer les milieux. Ensuite, remplir les cupules de la galerie par une

suspension bactérienne (107 bactéries) a 1’aide d’une micropipette en évitant les bulles d’air.

Pour les trois tests (GLU, ADH, URE), on ajoute de I'huile de paraffine pour former
une un meénisque convexe. On attend ensuite six jours pour que les bactéries se développent.

Les réactions ne se produisent que si les bactéries peuvent utiliser le substrat correspondant.

Les galeries inoculées sont incubées a 28°C. La lecture de ces réactions se fait a ’aide
du tableau de lecture (voir Annexe Il tableau Il1). Les réactions produites pendant la période
d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par ’addition de

réactifs.
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I11.1. Caracterisation culturale des souches

Les isolats étudiés forment sur milieu YMA a 28°C, des colonies qui ont une forme
ronde, avec des contours réguliers et des diameétres allant de 1 a 2 mm. Elles sont de couleur
beige ou blanche, opaque ou translucide (voir le tableau 1). La souche S1 et S2 présentent des

Exopolysaccharides (Photo 1). La souche S3 ne possede pas des EPS.

Photo 1 : Aspect des colonies bactériennes sur milieu YMA.(photo personnelle 2024)

Tableau 1 : caractéres morphologiques des colonies

Les souches EPS Couleur Transparence
S1 Présence Beige Opaque
S2 Présence Blanche Translucide
S3 Absence Blanche Translucide

I11.2. Morphologie des bactéries

L'observation microscopique a I'état frais d'une suspension bactérienne agée de 10 jours,
montre des cellules qui ont la forme de batonnets a extrémités arrondies et mobiles (Photo 2).
Ces bactéries présentent un aspect réfringent dii a la présence de granules de poly [-
hydroxybutyrates (Pedrosa, 1988). La coloration de Gram réalisée a montré leur

appartenances aux bactéries Gram négatif (Photo 3).
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Photo 2 : Observation microscopique de quelques colonies
des souches étudiées a 1’état frais. (photo personnelle 2024)

Photo 3 : Observation microscopique d’un frottis de bactérie Gram négatif. (photo
personnelle 2024)

111.3. Caracteérisation physiologique
Dans cette partie, nous avons étudié I’effet de la température et du NaCl sur la
croissance des rhizobia isolées de nodules racinaire d’une Genisteae. Les résultats obtenus

sont présentés sous forme de courbes.

111.3.1. Effet de la température sur la croissance bactérienne

Les résultats obtenus des tests de température montrent que toutes les souches y
compris la souche de référence ont une bonne croissance entre 26 a 30°C avec un optimum a
28°C. La souche S3 présente une croissance a 32°C, 34°C et a 37°C. Aucune croissance n’a

été remarquée a partir de 32°C pour le reste des souches (Figure 3).
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Figure 3 : Effet de la tempeérature sur la croissance des souches.

Le caractere mésophile des rhizobia a été déja signalé par Graham (1992) et
Zahran (1999) indiquant que la gamme de température optimale pour la croissance des

rhizobia se situe entre 28° a 31°C, et beaucoup ne peuvent pas se développer a 37°C.

111.3.2. Effet de NaCl sur la croissance bactérienne
Toutes les souches semblent affectées en présence de NaCl a I’exception de la souche
S3 qui présente une croissance a 100 et a 200mM. Les résultats obtenus sont illustrés dans la

figure 4.

100 200 300 400 500
=—f—S1 == S2 S3 =>é=B.algeriense

Figure 4 : Effet du NaCl sur la croissance des souches.
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La plupart des rhizobia sont inhibés par des concentrations de 100 mmol NaCl (Singleton
et al., 1982). Différentes souches de Bradyrhizobium sont completement inhibées entre 100 et
500 mmol NaCl.

Miller et Wood (1996) ont rapporté que les rhizobia sont des bactéries sensibles a la
salinité surtout durant le processus de la symbiose, mais elles peuvent tolérer des concentrations
élevées. Cette tolérance est en rapport avec des mécanismes d'adaptation qui permettent de
surmonter l'effet du stress salin.

I11.4. Caractérisation biochimique des souches bactériennes

Aprés ensemencement et incubation des galeries AP1 20 NE a 28°C pendant 6 jours, les résultats
obtenus de cette caractérisation biochimique sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 2 : caracteres biochimiques de la souche S3

Souche |0 | > |2 |2 : s(gl«|ala 5 m | = > o=
AHHHEHEHENHEEBHEHEEE:
N S R I e e e e R R R R

1. ONPG (activité p-galactosidase) : Négatif, indique que la bactérie ne peut pas hydrolyser
I'ONPG pour produire une couleur jaune.

2. ADH (dihydrolase d'arginine) : Positif, indique que la bactérie peut convertir I'arginine en
ornithine et en ammoniaque.

3. LDC (décarboxylase de lysine) : Négatif, indique que la bactérie ne peut pas décarboxyler la
lysine.

4. ODC (décarboxylase d'ornithine) : Négatif, indique que la bactérie ne peut pas décarboxyler
I'ornithine.

5. CIT (utilisation de citrate) : Négatif, indique que la bactérie ne peut pas utiliser le citrate

comme source unique de carbone.
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6. H2S (production de sulfure d'hydrogéne) : Négatif, indique que la bactérie ne produit pas de
sulfure d'hydrogene.

7. URE (activité uréase) : Positif, indique que la bactérie peut hydrolyser I'urée pour produire de
I'ammoniac et du CO voir la photo 4.

Photo 4 : résultats obtenus dans la caractérisation biochimique sur galeries. (photo
personnelle 2024)

8. TDA (déaminase de tryptophane) : Négatif, indique que la bactérie ne peut pas désaminer le
tryptophane.

9. IND (production d'indole) : Négatif, indique que la bactérie ne produit pas d'indole a partir
du tryptophane.

10. VP (test de Voges-Proskauer) : Négatif, indique que la bactérie ne produit pas d'acétoine a
partir de la fermentation du glucose.

11. GEL (activité gélatinase) : Positif, indique que la bactérie peut hydrolyser la gélatine.

12. GLU (fermentation du glucose) : Négatif, indique que la bactérie ne peut pas fermenter le
glucose.

13. MAN (fermentation du mannitol) : Positif, indique que la bactérie peut fermenter le
mannitol.
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14. INO (fermentation de I'inositol) : Positif, indique que la bactérie peut fermenter I'inositol.
15. SOR (fermentation du sorbitol) : Positif, indique que la bactérie peut fermenter le sorbitol.
16. RHA (fermentation du rhamnose) : Positif, indique que la bactérie peut fermenter le
rhamnose.

17. SAC (fermentation du saccharose) : Positif, indique que la bactérie peut fermenter le
saccharose.

18. MEL (fermentation de la mélibiose) : Positif, indique que la bactérie peut fermenter la
mélibiose.

19. AMY (fermentation de I'amygdaline) : Positif, indique que la bactérie peut fermenter
I'amygdaline.

20. ARA (fermentation de I'arabinose) : Positif, indique que la bactérie peut fermenter

I'arabinose.
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Conclusion et perspectives

Dans cette étude nous avons réalisé une caractérisation phénotypique de 03 souches isolées
a partir de nodules racinaires d’une Genisteae en présence d’une souche de référence appartenant

au genre Bradyrhizobium prises a titre de comparaison.

L’étude de la caractérisation culturale et cellulaire montrent que les souches isolées sont
des petits batonnets, mobiles et & Gram négatif, elles présentent des colonies de couleur blanche

ou beige, opaque ou translucide avec présence ou absence des exopolysaccharides.

Ces souches ont une bonne croissance entre 26°C et 30°C avec un optimum a 28°C a
I’exception de la souche S3 qui présente une croissance a 32°C, 34°C, 37°C, aussi a 100 et

200mM. Cependant aucune tolérance en présence de NaCl pour les autres souches.

La caractérisation biochimique montre une diversité parmi ces souches. La souche S3
présente une activité uréase, fermente le saccharose et I’arabinose. Cependant cette méme souche

ne fermente pas le glucose et pas de production d’indole.

En perspective, il serait nécessaire d’¢largir le spectre d’étude des souches de rhizobia
isolées de légumineuses sur d’autres régions arides et semi arides non étudiées dans le but de
contribuer a I'étude des bactéries endosymbiotiques pour une éventuelle utilisation dans les
projets de bioremédiation.
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Annexe I

Composition des milieux de cultures (pour 1 litre) (Vincent, 1970).

Milieu YMA (Yeast Mannitol Agar)

MaNNITOl ....c.veeecc e 10g
EXtrait de IeVUIE.......oooiiiiiiie e 0,49
K2HPO4, 3H20 ... 0,59
MQSO4, TH20 ...oooiiiiiiiiee e 0,29
NACH...oo e e 0,19
AGAT e 159

Ajusté a pH 6.8

Stériliser & 120°C pendant 20min.

Milieu YMB (Yeast Mannitol Broth)

MaNNItol ........ooviieiece e 10g
EXtrait de leVUre........ccooovveieiiececce e 0,49
K2HPO4, 3H20 ... 0,59
MGSOA, TH20 ..o esesesesee s 0,29
NACH .o 0.1g
Eau diStillé ... 1l

Ajusté a pH 6.8

Stériliser a 120°C pendant 20min.



Les moyennes des différents tests effectués

Annexe |1

Tableaux | : La moyenne des Do obtenue aux différentes températures

Souches 26°C 28°C 30°C 32°C 34°C 37°C
S1 0,839 0,972 0,605 0,054 0,043 0,024
S2 0,569 0,605 0,258 0,066 0,033 0,013
S3 0,519 0,564 0,428 0,202 0,101 0,094
B.algeriense 0,405 0,447 0,319 0,075 0,044 0,014
Tableau Il : La moyenne des Do obtenue aux différentes NaCl
Souches 100 200 300 400 500
S1 0,014 0,019 0,013 0,003 0,008
S2 0,019 0,009 0,005 0,003 0,005
S3 0,140 0,126 0,027 0,018 0,014
B.algeriense 0,06 0,013 0,006 0,011 0,06
Tableau 111 : tableau d’étude API 20e de la souche 3

CE€ g~ Co,2u /o3,/t3,| BIOMERIEUX

API® 20 E

Origine / Source / Herkunft /
Origen / Origem / MpoéAcuaon /
Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie :

ggg e r\(\
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URE
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Autres tests / Other tests / Andere Tests / £L0o04LXrA3 Ident. / Tautomoinan :

Otras pruebas / Altri test / Outros testes /
AMEG e§€1A0EIG / Andra tester /
Andre tests / Inne testy :




Résumé

Trois souches bactériennes ont été isolées des légumineuses des zones arides ont fait 1’objet
d’une caractérisation phénotypique a travers une étude morphologique, biochimique et
physiologique en présence de la souche de référence Bradyrhizobium algeriense RST89 a titre
comparatif. L’étude culturale et cellulaire ont montré que les souches isolées sont des petites
batonnets a Gram négatif et présentent des colonies beige opaque ou blanches translucides.
Elles ont une bonne croissance entre 26°C et 30°C, avec un optimum a 28°C. Ces souches ne
tolerent pas la présence de NaCl, a I’exception de la souche S3 qui semble ne pas étre affectée
a 32°C, 34°C et 37°C et qui tolere ces deux concentrations 100 et 200 mM. La caractérisation

biochimique montre une diversité de ces souches étudiées.

Mots-clés : Zones arides, caractérisation phénotypique, croissance, diversité

Abstract

Three bacterial strains isolated from legumes in arid zones were subjected to phenotypic
characterization through morphological, biochemical, and physiological studies in the
presence of the reference strain Bradyrhizobium algeriense RST89 for comparison. Cultural
and cellular studies showed that the isolated strains are small Gram-negative rods and exhibit
opaque beige or translucent white colonies. They have good growth between 26°C and 30°C,
with an optimum at 28°C. These strains do not tolerate the presence of NaCl, except for strain
S3, which seems unaffected at 32°C, 34°C, and 37°C and tolerates both concentrations of 100

and 200 mM. Biochemical characterization shows the diversity of these studied strains.
Keywords: Arid zones, phenotypic characterization, growth, diversity
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